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                            chromatography)  
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LUV                    veliki unilamelarni vezikli 
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NaDS-PAGE       poliakrilamidna gelska elektroforeza ob prisotnosti NaDS 
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SM                      sfingomielin 
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α-PFT                 porotvorni toksini, ki v membrano vgradijo α-vijačne strukture 
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λ                         valovna dolžina 
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1 UVOD 
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Ekvinatoksin II je toksin iz rdeče morske vetrnice, ki se imenuje tudi konjska morska 
vetrnica (Actinia equina). Toksini so strupene snovi, ki jih proizvajajo različni organizmi. 
Poznamo glivne (mikotoksini), rastlinske (fitotoksini ), mikrobne in živalske toksine. V 
svojih ekoloških nišah si ti organizmi s proizvajanjem različnih toksinov povečajo 
možnosti za preživetje in razmnoževanje. S pomočjo toksinov lahko tudi razširijo svoj 
življenjski prostor (Rappuoli in Montecucco, 1997). Strategija mnogih toksinov (tudi Eqt 
II) vključuje poškodovanje membrane tarčnih celic. Obsežnejše poškodbe membrane celici 
onemogočajo uravnavanje prehajanja majhnih molekul in ionov Na, K, Ca, Mg in drugih, 
kar je ključno za njeno preživetje.   
 
1.2 CILJI RAZISKOVANJA 
O kinetiki vezave EqtII na LUV je že veliko znanega. Membrana LUV je sestavljena iz 
lipidnega dvosloja, medtem ko membrano LK sestavlja lipidni monosloj. Pri tej nalogi nas 
je zanimalo predvsem, ali bo kinetika vezave EqtII na LUV drugačna od kinetike vezave 
na LK. Z odkritji bomo prispevali k boljšemu razumevanju interakcij med Eqt II in 
lipidnimi membranami. To je pomembno zaradi podobnega delovanja številnih drugih 
toksinov in tudi zaradi številnih fizioloških procesov, ki vključujejo interakcije med 
proteini in lipidnimi membranami.  
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 Po začetni vezavi EqtII preko grozda aromatskih AK na membrano v primeru LUV 
pride do vstavitve N-terminalnega α-heliksa v lipidni dvosloj. Membrana LK je 
sestavljena iz lipidnega monosloja, zato predvidevamo, da bo potek kinetike vezave 
drugačen.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 MORSKE VETRNICE 
Ekvinatoksin II je toksin iz rdeče morske vetrnice, ki se imenuje tudi konjska morska 
vetrnica (Actinia equina). Ta spada v red morskih vetrnic (Actiniaria), ki so ena od skupin 
živali iz debla ožigalkarjev (Cnidaria). Predstavniki slednjih so večinoma morski radialno 
simetrični organizmi, ki se lahko pojavljajo v dveh oblikah: kot prostoplavajoče meduze ali 
kot pritrjeni polipi. Telo ožigalkarjev sestavljajo tri plasti (zunanji ektoderm, notranji 
gastroderm ter vmesna mezogleja). V ektodermu in tudi v gastrodermu se nahajajo 
ožigalke (knide). To so drobne kapsule z uvihano in zavito cevko, na kateri so pogosto 
prisotna bodalca in trni. Kapsula je  lahko v predelu uvihanja pokrita s  pokrovčkom. Za 
sproženje knide je potreben dotik knidocila. To je migetalki podobna tvorba, ki zaznava 
dražljaje. Ob vzdraženju  se spremeni prepustnost kapsule, čemur sledi vdor vode v 
notranjost in izvihanje cevke. Trni, ki so  prisotni na cevki, se pripnejo na plen ali plenilca 
in ob tem vanj injicirajo strup. Odziv ožigalk je zelo hiter (nekaj milisekund). Tako hiter 
odziv omogoča visok osmotski tlak v kapsuli. Ožigalke vsebujejo lepljiv ali/in strupen 
izloček. Največ se jih nahaja v okolici ustne odprtine ter na lovkah, ki služijo obrambi, 
prehranjevanju in borbi za prostor.  Znanih je  preko 20 različnih vrst ožigalk, ki so tudi 
pomemben taksonomski znak.  
 
 
Slika 1: Zgradba ožigalke (Štrus in sod., 2002: 29). 
 
Morske vetrnice se nahajajo samo v obliki polipa. Ta je ponavadi valjaste ali vrečaste 
oblike in vsebuje  venec lovk (tentaklov) okoli ustne odprtine. Povprečna velikost 
njihovega telesa znaša od 1,8 do 3 cm.  
 
Večina morskih vetrnic je samotarska in živi predvsem v toplih morjih. Nekatere vrste so 
prilagojene tudi na razmeroma hladna morja. V glavnem so morske vetrnice pripete na 
morsko dno, kljub temu pa se lahko po potrebi tudi počasi premikajo po podlagi. To 
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dosežejo s pedalnim diskom ter plavanjem, ki jim ga omogočajo lovke ali krčenje telesa. 
Običajno ostanejo na istem mestu vse dokler razmere za bivanje postanejo neugodne.  
Maloštevilne vrste, ki niso pritrjene na podlago imajo v pedalnem disku zračno komoro, ki 
jim omogoča lebdenje in navpično premikanje v vodi.  
 
Morske vetrnice so karnivori. Prehranjujejo se predvsem z ribami in raki. Jedo lahko tudi 
mrtve živali. Svoj plen omrtvičijo z ožigalkami, ki se nahajajo na lovkah in vsebujejo 
strup, ki je mešanica različnih toksinov. Omrtvičen plen s pomočjo lovk spravijo v usta in 
ga prebavijo. Nekateri organizmi pa živijo v sožitju z morskimi vetrnicami in jim njihov 
strup ne pride do živega. Značilna primera sožitja vključujeta rake samotarje in klovnovske 
ribice (30 vrst rib iz poddružine Amphiprioninae). V prvem primeru je morska vetrnica 
pritrjena na raka samotarja in mu nudi dodatno zaščito pred plenilci, sama pa se lahko 
prehranjuje z ostanki rakove hrane. V drugem primeru dobijo klovnovske ribice zavetje 
pred plenilci med strupenimi lovkami morske vetrnice ter ostanke njihove hrane. Morska 
vetrnica dobi od klovnovskih ribic zaščito pred plenilci in paraziti ter nutriente iz njihovih 
izločkov (Holbrook in Schmitt, 2005).  
 
 
Slika 2: Rdeča morska vetrnica (Actinia equina) (Peter Barfield, The Marine Life Information Network) 
 
Večina morskih vetrnic je človeku nenevarna ali pa njihov ožig povzroči le blagi 
dermatitis, vendar je ožig nekaterih vrst zelo boleč, lahko potencialno smrtonosen (Mizuno 
in sod., 2012).  
 
2.2 PROTEINSKI TOKSINI 
Proteinske toksine, med katere spada tudi Eqt II, lahko po načinu delovanja razvrstimo v 
dve veliki skupini. V prvo skupino uvrščamo toksine, ki po prečkanju celične membrane 
delujejo na znotrajcelične komponente, v drugo pa toksine, ki delujejo na lipidne 
membrane tarčnih celic (Alouf, 2005). 
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2.2.1 Proteinski toksini, ki modificirajo znotrajcelične molekule 
Mnogo toksinov je sestavljenih iz dveh funkcionalno različnih delov, vezavnega in 
aktivnega. Vezavni del toksina je odgovoren za vezavo aktivnega dela na receptorje, ki se 
nahajajo na površini membrane tarčne celice, ter njegov prenos v notranjost celice. Aktivna 
komponenta vstopi v celico z endocitozo ali s translokacijo in je odgovorna za motenje 
delovanja celice.  
 
2.2.2  Proteinski toksini, ki delujejo na celično-membranske komponente brez 
          internalizacije 
Toksini te skupine se delijo na toksine, ki delujejo na membranske receptorje in na 
citolitične toksine. Prvi ostanejo vezani na celičnih membranah ter vplivajo na prenos 
signalov v tarčni celici (Alouf, 2005), drugi pa fizično poškodujejo membrano tarčne 
celice.  
 
2.2.2.1 Citolitični toksini 
Strategija, ki vključuje poškodovanje celične membrane tarčnih celic, je skupna mnogim 
toksinom. Poškodovanje celične membrane namreč celici otežuje uravnavanje prepustnosti 
membrane, slednje pa je ključno za preživetje celic, saj mora biti prehajanje molekul skozi 
celično membrano natančno uravnavano.  V primeru nenadzorovanega prehajanja ionov ali 
drugih majhnih molekul, se celica odzove z aktivnim transportom s pomočjo molekularnih 
črpalk in kanalčkov, da ohranja ionsko in osmozno ravnotežje. Če je nenadzorovano 
prehajanje molekul skozi membrano preobsežno, da bi celica lahko zagotavljala 
homeostazo, takšna celica odmre. Ob vstopu ionov v celico začne vanjo zaradi ohranjanja 
osmoznega ravnotežja vdirati voda, zaradi česar pride do nabrekanja in lize celice. Propad 
celice lahko prav tako povzroči izguba pomembnih metabolitov (Rappuoli in Montecucco, 
1997).  
 
Glede na mehanizem delovanja lahko citolizine razdelimo v tri skupine: 
1. Citolizini z lastnostmi detergentov: Ti toksini imajo amfifilne lastnosti in so 
površinsko aktivni. S svojim delovanjem lahko preko zmanjšanja površinske 
napetosti na membrani povzročijo destabilizacijo lipidnega dvosloja. Na membrano 
se vežejo na meji z vodo. Do razpada membrane pride šele pri visokih razmerjih 
toksin/lipid. Pri manjših razmerjih pa se lahko pojavljajo pore v membranah 
(Bechinger in Lohner, 2006). Med toksine z lastnostmi detergentov med drugim 
spadajo peptidi, kot so čebelji melitin (Ladokhin in White, 2001), bakterijski 
surfaktin (Heerklotz in Seelig, 2001), žabji magainin (Bechinger, 2005) in človeški 
LL-37 (Oren in sod., 1999).  
2. Citolitični encimi: V to skupino spadajo encimi, ki lahko hidrolizirajo celične 
membrane (fosfolipaze). Glede na funkcionalne in strukturne lastnosti delimo 
fosfolipaze na štiri razrede: C, D, A1 in A2. Različni razredi fosfolipaz cepijo lipide 
na različnih mestih. 
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3. Toksini, ki tvorijo pore: Ta skupina citolizinov vsebuje največ predstavnikov in je 
tudi najbolj raziskana (Alouf, 2001).  
 
2.3 POROTVORNI TOKSINI 
Porotvorne toksine proizvajajo številni organizmi iz kraljestev bakterij, rastlin, gliv in 
živali. V nekaterih primerih so prisotne homologije v strukturi in mehanizmu delovanja 
toksinov pri različnih organizmih tudi ob zelo velikih evolucijskih razdaljah med temi 
organizmi. Porotvorni toksin iz morske vetrnice Metridium senile je npr. po morfologiji 
porotvornih oligomerov in po tem, da mora tarčna membrana za nastanek pore vsebovati 
holesterol, zelo podoben bakterijskim toksinom iz družine od holesterola odvisnih 
citolizinov (Bernheimer in Rudy, 1986).  
 
Pore, ki jih različni organizmi naredijo v tarčnih celicah s pomočjo  porotvornih toksinov, 
služijo različnim namenom. Patogeni lahko s pomočjo por v celici povzročijo sproščanje 
nutrientov, ki jih nato uporabijo za lastno preživetje. S pomočjo por lahko tudi lizirajo 
celice imunskega sistema. Nekatere bakterije uporabljajo pore za izhod iz fagosoma, ki jim 
nato omogoča nadaljnje razmnoževanje v citoplazmi. Imunski sistem evkariontov lahko 
uporablja pore za obrambo pred patogeni in dostavo encimov v tarčno celico 
(Bischofberger in sod., 2009).   
 
Organizmi tvorijo PFT v topni obliki. V tarčni lipidni membrani nato ti toksini preidejo iz 
vodotopnih molekul v transmembranske strukture, kjer tvorijo vodne pore. Do nastanka 
pore največkrat pride zaradi tvorbe proteinskih ali peptidnih obročev, ki s pomočjo 
amfifilnih struktur predrejo membrano (Iacovache in sod., 2010). Pora pa je lahko 
sestavljena tudi iz proteinskih in lipidnih molekul ali pa izključno iz lipidov.  
Glede na sekundarno strukturo, ki jo porotvorni proteini in peptidi uporabljajo za vgradnjo 
v membrano, ločimo dve veliki skupini PFT: α-PFT (vgradijo α-vijačne strukture) in β-
PFT (vgradijo β-lasnice in tvorijo β-sodčkaste pore).   
 
Strukture β-PFT so bolj raznolike od struktur α-PFT. Pora α-hemolizina iz bakterije 
Staphylococcus aureus predstavlja prvo znano kristalno strukturo pore β-PFT. Za potek 
nastanka tovrstne pore je značilna prepora. To je struktura, ki nastane ob oligomerizaciji 
toksina pred vgradnjo v membrano. Nastanek pore je ireverzibilen, saj nabiti 
aminokislinski ostanki, ki so prisotni na koncu vsake lasnice, stabilizirajo poro v 
membrani. Premer pore pri vrhu znaša 30 Å, v ožjem delu pa 22 Å (Iacovache in sod., 
2008). 
 
Pomembno družino znotraj β-PFT predstavljajo od holesterola odvisni citolizini (CDC; 
ang. Cholesterol dependent cytolysin). Za vezavo večine toksinov iz te družine na 
membrano tarčne celice je potrebna prisotnost holesterola.To je največja družina PFT. Vse 
znane bakterije, ki proizvajajo CDC so človeški ali živalski patogeni. Perfringolizin O iz 
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bakterije Clostridium perfringens velja za prvi monomer CDC, ki mu je bila določena 
kristalna struktura. Od α-PFT je najbolje raziskana pora citolizina A (ClyA) iz bakterij 
Escherichia coli in Salmonella enterica. To je edini toksin, ki ima obenem znano strukturo 
topne monomerne oblike in v membrano vgrajene pore. Struktura por preostalih α-PFT je 
slabše raziskana, saj ti, za razliko od ClyA, ne tvorijo stabilnih por.  
 
Skupina α-PFT je zelo raznolika. Skupno lastnost toksinov v večini primerov predstavlja 
samo prevladujoča α-vijačna sekundarna struktura v pori. Kljub veliki raznolikosti α-PFT 
sta bila prepoznana dva prevladujoča strukturna vzorca. Značilni predstavniki enega od 
njiju so aktinoporini, ki jih najdemo v morskih vetrnicah. Določena je bila 3D-struktura 
topnih monomerov Eqt II (Athanasiadis in sod., 2001) ter njemu podobnih stiholizina II 
(Stn II) iz morske vetrnice Stichodactyla helianthus (Mancheño in sod., 2003) in 
fragaceatoksina (FraC) iz morske vetrnice Actinia fragacea (Mechaly in sod., 2011). 
Molekula toksina je v vseh treh primerih sestavljena iz stabilnega β-sendviča, ki je obdan z 
dvema α-vijačnicama. Različni α-PFT uporabljajo različne mehanizme za sestavo pore. Pri 
mnogih α-PFT pora ni sestavljena samo iz α-heliksov, ampak tudi iz membranskih lipidov, 
ki so vrinjeni med α-helikse. Takšne pore so manj stabilne od tistih, ki jih srečamo pri β-
PFT in so sestavljene samo iz proteinskih struktur. Odličen model za α-PFT predstavljajo 
aktinoporini.  
 
2.3.1 Aktinoporini 
Glede na molekulsko maso lahko citolitične polipeptide, ki jih izločajo morske vetrnice 
razdelimo v več skupin. V prvo skupino sodijo 5 do 8 kDa peptidi z antihistaminsko 
aktivnostjo. Drugo skupino sestavljajo 20 kDa porotvorni proteini, ki jih lahko inhibira 
sfingomielin. V tretjo skupino pa spadajo približno 30 do 40 kDa citolizini, ki imajo lahko 
fosfolipazno A2 – aktivnost. 80 kDa citolizina iz morske vetrnice Metridium senile 
(Anderluh in Maček, 2002) ne moremo uvrstiti v nobeno od prej omenjenih skupin. 
Kasneje so bili odkriti še citolizini iz morskih vetrnic Phyllodiscus semoni (Nagai in sod., 
2002) in Actineria vilossa (Oshiro in sod., 2004), ki vsebujejo domeno MACPF (ang. 
Membrane Attack Complex components / PerForin signature) in se ne uvrščajo v nobeno 
od omenjenih skupin.  
 
20 kDa citolitične proteine so leta 1988 poimenovanli aktinoporini, ker tvorijo vodne pore 
v celični membrani (Kem in Dunn, 1988). Z izjemo citolizina I iz morske vetrnice Sargatia 
rosea (Jiang in sod., 2002), ki ima izoelektrično točko pri kislem pH, so vsi aktinoporini 
bazični. Vrednosti njihovih izoelektričnih točk so večinoma nad 9. Aktinoporini so 
monomerni in ne vsebujejo cisteina. Sestavljeni so iz 175 – 179 AK (Anderluh in Maček, 
2002). Preiskovanje podobnosti v proteinskih bazah nakazuje na to, da aktinoporini 
oblikujejo posebno družino proteinov, citotoksine morskih vetrnic (NCBI: PFAM 06369). 
Ohranjeni N-terminalni amfifilni α-heliks, s triptofanom bogata domena in RGD-motiv 
predstavljajo 
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glavne značilnosti primarne strukture teh proteinov. Aktinoporini so ekstremno ohranjena 
družina proteinov. Najbolj oddaljeni predstavniki družine vsebujejo še vedno več kot 60 % 
identičnih ostankov. Najbolj preučevani aktinoporini so ekvinatoksin II, stiholizin I in 
stiholizin II in fragaceatoksin C.  N-terminalni heliks kaže določeno podobnost zaporedja s 
tistim iz melitina, ki je prisoten v čebeljem strupu (Malovrh in sod., 2003). 
 
Mnogo let je veljalo prepričanje, da so aktinoporini izolirana skupina porotvornih toksinov, 
ki je prisotna samo v morskih vetrnicah. Kasneje je bil v žlezah slinavkah pri morskem 
polžu Monoplex echo odkrit protein, ki je homologen aktinoporinom. Zatem je bilo 
odkritih še več proteinskih zaporedij, ki so podobna aktinoporinom. Ta proteinska 
zaporedja pripadajo trem živalskim deblom (strunarji, ožigalkarji in mehkužci) in dvema 
rastlinskima debloma (mahovi in praprotnice). Podobnost teh zaporedij toksinu Eqt II je 
omejena na C-terminalno regijo od ostanka 83 do ostanka 179, kar predstavlja približno 
polovico β-sendviča in zajema mesto za vezavo na membrano. Tudi preko strukturnih 
analiz je bilo odkritih nekaj aktinoporinom homolognih proteinov. Zelo podobni so jim 
glivni lektini, kljub temu da imajo manj kot 15 % podobnost zaporedij z aktinoporini. 
Strukturna podobnost je omejena na β-sendvič. Lektini pa ne vsebujejo N-terminalne 
amfifilne regije. Lektina iz gliv Xerocomus chrysenteron in Agaricus bisporus imata 
antiproliferativne učinke in se selektivno ter z veliko afiniteto vežeta na TF-antigen. To je 
disaharid, ki se izraža pri okoli 90 % človeških karcinomih. Vezavno mesto pri Agaricus 
bisporus ustreza POC-vezavnemu mestu pri aktinoporinih. AK ostanki, ki sodelujejo pri 
vezavi se nahajajo na enakih mestih, kot se pri aktinoporinih nahajajo ostanki za vezavo 
fosfoholinske glave SM (Anderluh in Lakey, 2008). 
 
Prva izolirana aktinoporina sta bila Eqt oz. Eqt II (Ferlan in Lebez, 1974; Maček in Lebez, 
1988) in hemolitični toksin iz vetrnice S. helianthus (Bernheimer in Avigad, 1976). Do 
danes ostajajo aktinoporini iz morskih vetrnic A. equina, S. helianthus in Actinia fragacea 
najbolje raziskani aktinoporini. 
 
2.3.1.1 Zgradba Eqt II 
Ekvinatoksin II  je bazični protein, ki je sestavljen iz 179 AK. Njegova molekulska masa 
znaša 19,85 kDa, izoelektrična točka pa Eqt II 10,5 (Athanasiadis in sod., 2001). Jedro 
molekule Eqt II predstavlja β-sendvič, ki je sestavljen iz dveh plasti s po šestimi β-trakovi. 
β-sendvič je umeščen med dve α-vijačnici, ki sta usmerjeni pravokotno druga na drugo. N-
terminalna α-vijačnica je kovalentno pritrjena na β-sendvič molekule samo na svojem C-
terminalnem koncu, medtem ko je C-terminalna α-vijačnica na molekulo pritrjena z obema 
koncema. N-terminalni del Eqt II (10 – 30 AK), ki vključuje tudi α-vijačnico, ima 
amfifilno naravo in predstavlja edini del molekule, ki lahko spremeni konformacijo, ne da 
bi pri tem vplival na zvitje preostalega dela proteina (Athanasiadis in sod., 2001). 
Notranjost molekule je sestavljena iz hidrofobnih AK-ostankov. Spodnji del molekule 
vsebuje področje, ki je bogato z aromatskimi AK (Hong in sod. 2002) in področje za
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vezavo na fosfoholin (POC vezavno mesto) (Mañcheno in sod., 2003). Posamezna 
molekula meri 42 x 28 x 32 Å (Athanasiadis in sod., 2001). Meritve jedrske magnetne 
resonance so pokazale, da je jedro Eqt II, z izjemo začetnega N-terminalnega dela, ki 
vsebuje α-vijačnico iz dvanajstih AK-ostankov,  precej rigidno in stabilno v širokem 
območju pH vrednosti in temperatur (Hinds in sod., 2002).  
 
2.3.1.2 Tvorjenje pore Eqt II 
Mehanizem tvorbe pore je večstopenjski proces, ki vključuje vezavo toksina na celično 
membrano, vstavljanje N-terminalne α-vijačnice v vmesno fazo med vodo in lipidi ter 
oligomerizacijo in tvorbo transmembranske pore. Vezava vodotopnih molekul PFT na 
membrano je ponavadi gnana z interakcijami med vezavnim mestom na toksinu in 
akceptorsko/receptorsko molekulo, ki se nahaja na tarčni membrani. Vezavo Eqt II na 
membrano omogočajo C-terminalna α-vijačnica, grozd aromatskih AK na dnu β-sendviča 
in POC-vezavno mesto (Hong in sod., 2002).  
 
Specifično prepoznavo SM omogočata Trp112 in Tyr113. Pri specifični interakciji s 
toksinom pa sodelujejo tudi regije pod  fosforilholinsko regijo SM (Bakrač in sod., 2008). 
Tyr137 interagira z 2-NH in 3-OH skupinami ceramidnega dela SM, Tyr113 in Tyr138 pa 
prepoznata kisike na fosfatu (Maura in sod., 2013). V prvem koraku vezave Eqt II na 
membrano sodelujejo elektrostatske interakcije med pozitivno nabitim proteinom in 
negativno nabito membrano (Hinds in sod., 2002). Ob vezavi pozitivno nabitega Eqt II na 
negativno nabito membrano sodelujejo elektrostatske interakcije (Hinds in sod., 2002). Te 
imajo pri vezavi na membrano le manjšo vlogo, saj visoke koncentracije soli zmanjšajo 
vezavo Eqt II na membrano samo za približno 30 % (Hong in sod., 2002), poleg tega pa 
tudi modifikacije pozitivno nabitih ostankov na Eqt II nimajo velikega vpliva na 
zmanjšanje hemolitične aktivnosti toksina (Turk in Maček, 1992). Pomembnejšo vlogo 
imajo hidrofobne interakcije. Ob vezavi Eqt II na membrano pride do povečane 
fluorescence hidrofobne AK triptofana. Ta je sestavni del grozda aromatskih AK, ki 
omogoča vezavo toksina na tarčno membrano. Mutacija Trp112 in Trp113 zmanjša vezavo 
za več kot 90 % (Hong in sod., 2002).  
 
V naslednjem koraku se N-terminalna α-vijačnica (AK-ostanki 17-26) prenese v vodno-
lipidno interfazo, kjer leži vzporedno na membrani (Hong in sod., 2002). Pod vplivom 
lipidnega okolja se N-terminalni del molekule konformacijsko preuredi in α-vijačnica se 
podaljša. Prvih 5 AK ostankov N-terminalnega dela toksina pomaga pritrditi amfifilni α-
heliks na trans stran membrane in sodeluje pri stabilizaciji transmembranske pore (Kristan 
in sod., 2007). Postopna delecija AK na N-terminalnem delu Eqt II povzroči očitno 
zmanjšanje hemolitične aktivnosti, nima pa velikega vpliva na vezavo toksina (Anderluh in 
sod., 1997), kar kaže na to, da je N-terminalni del toksina pomemben predvsem pri sami 
tvorbi pore. Gibljivost N-terminalnega dela molekule je ključna za permeabilizacijsko 
aktivnost. Prenos tega dela molekule v membrano so študirali s pomočjo dvojnega 
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cisteinskega mutanta, ki je bil pripravljen tako, da sta bila v molekuli toksina valin na 
mestu 8 in lizin na mestu 69 zamenjana s cisteinom. Ti dve mesti omogočata tvorbo 
intramolekularne disulfidne vezi med jedrom proteina in N-terminalno α-vijačnico, kar 
slednji onemogoči gibljivost (Hong in sod., 2002). V oksidacijskih pogojih je takšen 
mutant popolnoma neaktiven. Sposobnost vezave na membrano pa je pri takšnem mutantu 
ohranjena. 
 
 
Slika 3: Mutant molekule Eqt II, ki ima aminokislini valin na mestu 8 in lizin na mestu 69 zamenjani s 
cisteinom, kar omogoča nastanek disulfidne vezi (na sliki označena z rumeno barvo). Z rdečo barvo sta 
označena C-terminalni in N-terminalni α-heliks, z vijolično β-trakovi, z zeleno pa izpostavljene aromatske 
AK (prirejeno po Protein Data Bank 1TZQ). 
 
Ob dovolj veliki koncentraciji monomerov Eqt II v ravnini membrane pride do tvorjenja 
por. Kinetični eksperimenti in optična mikroskopija (Rojko in sod., 2014) kažejo na to, da 
se večina toksina nahaja v monomerni obliki. Pore so večinoma sestavljene iz treh do štirih 
monomerov (Belmonte in sod., 1993). Njihov povprečni notranji premer znaša 1 nm 
(Belmonte in sod., 1993) in ni odvisen od koncentracije toksina (Tejuca in sod., 2001). Eqt 
II tvori toroidne pore. Za te je značilna nepretrgana ukrivitev lipidnega monosloja od 
zgornje do spodnje plasti membrane preko toroidne luknje tako, da je lumen pore obrobljen 
z lipidi in peptidnimi heliksi. Glave teh lipidov se nahajajo v lumnu pore, saj negativno 
nabiti lipidi povečajo kationsko selektivnost por (Anderluh in sod., 2003). β-sendvič v 
jedru molekule Eqt II ne spremeni konformacije in ni izpostavljen lumnu pore (Kristan in 
sod., 2004). 
 
Na primeru dvojnega cisteinskega mutanta Eqt II so ugotovili, da pred vstavitvijo N-
terminalnega α-heliksa v lipidno membrano ni prisotnih stabilnih oligomerov. Zaradi 
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disulfidne vezi med N-terminalnim delom in jedrom proteina je pri omenjenem mutantu 
onemogočen premik α-vijačnice. Ko se mutant veže na membrano in se izvede redukcija 
disulfidne vezi, pride do konformacijskih sprememb in nastanka pore počasneje kot v 
primeru nativnega Eqt II. Iz tega sledi, da se mora glavna konformacijska sprememba 
(odpetje N-terminalnega α-heliksa) zgoditi takoj po vezavi na membrano in pred 
oligomerizacijo (Rojko in sod., 2013).  
 
 
Slika 4: Mehanizem tvorjenja pore Eqt II vključuje vezavo toksina na membrano (M1), vstavitev 
N-terminalnega α-heliksa v membrano (M2) in oligomerizacijo toksina (P) (Prirejeno po Rojko in 
sod., 2013). 
 
2.4 LIPIDNE MEMBRANE 
Lipidne membrane celic so pogosto prve tarče toksinov, saj predstavljajo prvo pregrado 
med zunanjostjo in notranjostjo celic.  
 
2.4.1 Zgradba lipidnih membran 
Celična membrana (plazmalema) je tanka, urejena plast fosfolipidnih molekul in proteinov, 
ki obdaja celico in jo ščiti pred zunanjimi vplivi ter sodeluje pri številnih drugih bioloških 
procesih. V evkariontskih celicah so tudi organeli kot so jedro, mitohondriji in kloroplasti 
obdani z membranami, ki so po strukturi in funkciji podobne plazmalemi. Lipidni dvosloj 
je debel 5 do 8 nm. Celična membrana je pogosto opisana kot dvodimenzionalna tekočina 
lipidnih molekul, v kateri se nahajajo različni proteini. Nekateri od proteinov se membrane 
le dotikajo, drugi pa so vanjo vgrajeni ali jo prebadajo. Razmerje utežnih odstotkov med 
lipidi in proteini, ki sestavljajo membrano, se lahko giblje od 80:20 do 20:80 (Boyer, 
2005). 
 
Lipidne dvosloje večinoma sestavljajo tanke plasti amfifilnih fosfolipidov, ki se spontano 
uredijo tako, da so hidrofilne glave molekul na notranji strani membrane v stiku s 
citosolom, na zunanji strani membrane pa z zunajceličnim prostorom. Hidrofobni repi 
molekul se nahajajo v notranjosti membrane. Hidrofobne interakcije so glavna gonilna sila, 
ki prispeva k nastanku lipidnih dvoslojev. Dvosloji v vodi oblikujejo zaprte okrogle 
mehurčke, s čimer se izognejo  »robovom«, ki bi bili izpostavljeni vodi. Celično 
membrano v osnovi sestavljajo trije tipi amfifilnih lipidov. To so glicerofosfolipidi, 
sfingolipidi in steroli. Najpogostejši so glicerofosfolipidi. Porazdelitev lipidov med 
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zunanjim in notranjim slojem lipidnega dvosloja je asimetrična. V eritrocitni plazemski 
membrani je npr. zunanja plast sestavljena večinoma iz fosfatidilholina in SM, notranja 
plast pa vsebuje več fosfatidiletanolamina, fosfatidilinozitola in fosfatidilserina (Boyer, 
2005).  
 
Asimetrično so v membrani porazdeljeni tudi proteini. Vstavitev večine proteinov v 
membrano, kjer opravljajo svoje funkcije, omogoča N-terminalno signalno zaporedje AK, 
ki usmeri proteine v endoplazemski retikulum, kjer pride do njihove vstavitve v lipidni 
dvosloj. Po vstavitvi se proteini transportirajo na končno lokacijo v veziklih, ki se zlijejo s 
tarčno membrano. 
 
 
 
Slika 5: Zgradba celične membrane (prirejeno po The Cell Membrane, 2017) 
 
Maščobnokislinske verige pri fosfolipidih in glikolipidih ponavadi vsebujejo sodo število 
ogljikovih atomov. Najpogostejše so MK s 16 ali 18 ogljikovomi atomi. MK so lahko 
nasičene ali nenasičene. Pri slednjih je konfiguracija dvojnih vezi skoraj vedno »cis«. 
Dolžina MK in stopnja nenasičenosti le-teh imata močan vpliv na fluidnost membrane. V 
nenasičenih verigah MK so prisotni prelomi, ki onemogočajo tesnejše pakiranje MK, kar 
povzroči znižanje tališča in s tem povečanje fluidnosti membrane. Membrano držijo skupaj 
nekovalentne vezi hidrofobnih repov molekul. Pri fizioloških pogojih se fosfolipidne 
molekule v celični membrani nahajajo v tekočem kristalnem stanju. 
 
Uporaba radioaktivno označenih lipidov je pokazala, da so polarni lipidi v membranah 
gibljivi in se lahko hitro premikajo v vseh smereh znotraj sloja, v katerem se nahajajo. To 
se imenuje lateralno gibanje. Proces lateralne difuzije je hiter in spontan. Prehod lipidnih 
molekul iz ene plasti dvosloja v drugo pa poteče le stežka. V celičnih membranah so lahko 
prisotne s holesterolom bogate mikrodomene, med katere spadajo kaveole in lipidni rafti. 
Lateralna difuzija je odvisna predvsem od tipa fosfolipida. Nenasičene maščobne kisline v 
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hidrofobnem repu fosfolipida omogočajo fluidnost membrane, nasičene maščobne kisline 
pa rigidnost membrane. Temperatura poveča fluidnost membrane (ker se s temperaturo 
poveča kinetična energija molekul), vendar se to pri toplokrvnih organizmih ne dogaja, saj 
bi s povečanjem temperature (nad 45 °C) ali njenim zmanjšanjem (pod 30 °C) lahko prišlo 
do denaturacije nekaterih proteinov v membrani. Na fluidnost membrane najbolj vpliva 
vsebnost holesterola, ki se nahaja med posameznimi fosfolipidi. Vsebnost holesterola 
lahko vpliva na 3 fazne stopnje biološke membrane: - sol stanje (tekoče neurejeno stanje): 
v membranskem predelu je malo holesterola in mnogo fosfolipidov (razen sfingolipida). 
Membrana v sol stanju je fluidna, fosfolipidi so neurejeni, ker so predvsem iz nenasičenih 
maščobnih kislin. - gel stanje (tekoče urejeno stanje): v membranskem predelu je mnogo 
holesterola in mnogo sfingolipidov. Membrana v gel stanju je bolj viskozna, bolj rigidna in 
želatinozna, ker se holesterol trdno veže med sfingolipide, saj imajo le-ti nasičene 
maščobnokislinske repke. - trdno urejeno stanje: v membranskem predelu je malo 
holesterola in mnogo sfingolipidov. Trdno stanje nastopi, ker se sfingolipidi še trdneje 
vežejo v celično membrano brez holesterola (Lodish in sod., 2000).  
 
2.4.2 Funkcije membrane 
Celične  membrane opravljajo številne funkcije. Nadzorujejo transport snovi v celico in iz 
nje, vzdržujejo elektrokemijski membranski potencial, predstavljajo površino za pritrjanje 
številnih zunajceličnih struktur, sodelujejo pri adheziji celic in celični signalizaciji.  
 
Lipidni dvosloji so v glavnem neprepustni za ione in polarne molekule. Prepustnost 
membrane je odvisna od električnega naboja in polarnosti topljencev in v manjši meri tudi 
od njihove molske mase. Urejenost lipidnih molekul v membrani onemogoča prosto 
prehajanje polarnih topljencev, kot so AK, nukleinske kisline, ogljikovi hidrati proteini in 
ioni. Zgradba membrani omogoča nadzorovanje prehajanja omenjenih snovi preko 
kompleksov transmembranskih proteinov, kot so pore in kanalčki. Zaradi hidrofobnosti 
membrane skozi njo najlažje potujejo majhne in električno nevtralne molekule. 
Nadzorovanje transporta snovi je ključnega pomena za delovanje celic.  
 
2.4.3 Liposomi 
Liposomi so okrogli vezikli, ki imajo vsaj en lipidni dvosloj. Največkrat so sestavljeni iz 
fosfolipidov, še posebej fosfatidilholina. Glavni tipi liposomov so multilamelarni vezikli 
(MLV), majhni unilamelarni vezikli (SUV), veliki unilamelarni vezikli (LUV) in orjaški 
unilamelarni vezikli (GUV). MLV vsebujejo več koncentričnih lipidnih  dvoslojev, SUV, 
LUV in GUV pa en lipidni dvosloj. Premer veziklov znaša od 20 nm do približno 50 µm. 
Liposome se uporablja predvsem za dostavo različnih snovi (nutrienti, zdravila, pesticidi 
kozmetika) v biološke sisteme ter za preučevanje delovanja celic (Meure in sod., 2009). 
Jedro liposomov predstavlja vodna raztopina, ki je obkrožena s hidrofobno membrano v 
obliki lipidnega dvosloja. Hidrofilni topljenci iz jedra ne morejo zlahka prečkati 
hidrofobne membrane, hidrofobni topljenci pa se zadržujejo v lipidnem dvosloju, zato se 
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lahko liposome napolni s hidrofobnimi in/ali hidrofilnimi molekulami. Dostavo molekul na 
mesto delovanja omogoča zlitje lipidne membrane liposoma z membrano tarčne celice, pri 
čemer se iz liposoma sprostijo snovi, ki jih ta vsebuje. Liposomi lahko na svoji površini 
vsebujejo ligande, ki omogočajo vezavo na bolno tkivo. 
 
Za namene preučevanja delovanja membranskih proteinov je mogoče v liposome s 
pomočjo detergentov vgraditi želene proteine. 
 
 
Slika 6: Zgradba liposoma (prirejeno po Liposome, 2017).  
 
2.4.4 Lipidne kapljice 
Lipidne kapljice so celični organeli, ki so značilni za vse celice. Največje lipidne kapljice 
se nahajajo predvsem v celicah maščobnega tkiva, kjer uravnavajo shranjevanje in 
hidrolizo nevtralnih lipidov. Služijo tudi kot rezervoar holesterola in acilglicerolov za 
gradnjo in vzdrževanje celičnih membran. Jedro LK sestavljajo nevtralni lipidi (predvsem 
triacil gliceroli in holesterilni estri). Obkroženo je s fosfolipidnim monoslojem, na katerega 
površini se nahajajo proteini, ki so vključeni v regulacijo metabolizma lipidov. Velikost 
LK je lahko zelo različna (od 20 nm do 100 µm) (Guo in sod., 2009). V drugih celicah 
lahko nastanejo v posebnih okoliščinah in so znatno manjše. 
  
Mehanizem tvorjenja lipidnih kapljic še ni popolnoma raziskan. Predpostavlja se, da se LK 
odcepijo z membrane endoplazemskega retikuluma, ko se med plastema fosfolipidne 
membrane zberejo triacil gliceroli. LK kapljice lahko rastejo preko difuzije MK, 
endocitoze sterolov ali preko fuzije manjših LK s pomočjo proteinov SNARE (Guo in sod., 
2009). Mogoč je tudi nastanek LK preko fizije obstoječih LK, vendar je de novo sinteza 
LK pogostejša (Wilfling in sod., 2014).  
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Slika 7: Zgradba lipidne kapljice (prirejeno po Kory in sod., 2016).  
 
2.5 SFINGOMIELIN 
Sfingomielini se nahajajo v živalskih celičnih membranah. Poleg ceramidov in 
glikosfingolipidov jih uvrščamo med sfingolipide. Osnovna molekula slednjih je 
aminoalkohol sfingozin, ki vsebuje 18 ogljikovih atomov. Sfingozin ima dve funkcionalni 
skupini (hidroksilno in aminsko), ki se lahko kemijsko modificirata in prispevata k večji 
pestrosti sfingolipidov. 
 
Sfingomielini so skupina sfingolipidov, ki vsebuje fosfatno skupino. Pri njih je MK vezana 
preko aminske skupine, hidroksilna skupina sfingozina pa je zaestrena s fosfoholinsko 
enoto. Na takšen način nastane molekula s polarno ionizirano glavo in dvema nepolarnima 
repoma (podobno kot pri glicerofosfolipidih). Sfingomielini so dobili svoje ime po 
prisotnosti v mielinskih ovojnicah, kjer izolirajo aksone živčnih celic (Boyer, 2005). 
Prvi jih je izoliral nemški kemik Johann L.W. Thudicum v osemdesetih letih 19. stoletja 
(Ramstedt in Slotte, 2002).  
 
SM se večinoma nahaja v zunanjem monosloju plazemske membrane, v t. i. lipidnih raftih. 
To so lipidne domene, ki so obogatene s holesterolom (Simons in Ikonen, 1997), kjer so 
lipidi tesno zloženi skupaj. Lipidni rafti sodelujejo pri številnih celičnih procesih, ki 
vključujejo membranski transport, signalno transdukcijo. Predstavljajo tudi mesta za vstop 
ali izstop virusov in bakterij (Edidin, 2003). SM se nahaja tudi v nekaterih znotrajceličnih 
razdelkih. Raziskave so pokazale, da večina sinteze SM pri sesalcih poteka v GA in zelo 
malo v plazemski membrani (Holthuis in Luberto, 2010). Obstajata dve človeški SM-
sintazi (SMS1 in SMS2). SMS1 se nahaja v GA, SMS2 pa v GA in plazemski membrani 
(Huitema in sod., 2004).  
 
Membrane morskih vetrnic namesto SM vsebujejo analog fosfonosfingolipid, ki v polarni 
glavi nima fosfodiestrske vezi. Na takšen način so morske vetrnice zaščitene pred 
delovanjem Eqt II (Meinardi in sod., 1995).  
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2.5.1 Biološka vloga SM in njegove sinteze 
SM je ključnega pomena za celico, saj je pomemben tako za njihovo normalno rast kot tudi 
preživetje. SM je pomemben vir lipidnih signalnih molekul (Hannun in Obeid, 2008). 
Ključna signalna molekula je ceramid, ki je osnovna gradbena enota SM (van Blitterswijk 
in sod., 2003). Ceramid se sprosti v odgovor na različne stresne dejavnike ob delovanju 
različnih sfingomielinaz. Pomembni signalni molekuli sta tudi sfingozin in S1P. Prvi 
nastane kot posledica delovanja ceramidaz, drugi pa po delovanju sfingozin-kinaz. 
Ceramid in S1P se vežeta na specifične proteinske tarče in s tem sprožita različne procese 
v celicah. Njuni vlog si nasprotujeta. Ceramid sproži diferenciacijo, inhibicijo rasti, 
staranje in apoptozo, medtem ko S1P sproži proliferacijo, transformacijo ter angiogenezo. 
Regulacija obeh mediatorjev je tako ključna za preživetje sesalskih celic.  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
Raztopine 
Vse kemikalije in reagenti so bili kupljeni pri podjetjih Sigma (ZDA) in Merck (Nemčija), 
če ni navedeno drugače.  
 
Raztopine in gojišča za bakterije            
 
Soli M9                                            6 % Na2HPO4 (m/V) 
(avtoklaviranje)                                3 % KH2PO4 (m/V) 
                                                         0,5 % NaCl (m/V) 
 
Tekoče gojišče LBA                        2,5 % Luria Broth (m/V) 
(avtoklaviranje) 
 
Obogateno tekoče gojišče LBA       2,5 % Luria Broth (m/V)                    (avtoklaviranje) 
                                                         1 mM MgSO4                                     (avtoklaviranje) 
                                                         0,4 % glukoza (m/V)  
                                                         0,27 mM ampicilin                             (sterilna filtracija) 
                                                         0,1 mM CaCl2                                    (avtoklaviranje) 
 
Trdno gojišče LBA                          2,5 % Luria Broth (m/V)                    (avtoklaviranje) 
                                                         1,4 % agar (m/V)                                (avtoklaviranje) 
                                                         0,27 mM ampicilin                             (sterilna filtracija) 
 
IPTG (izopropil tio-β-galaktozid) 
 
Raztopine za izolacijo proteina 
 
Pufer za resuspendiranje bakterijske usedline    20 mM fosfatni pufer 
                                                                            (5,6 mM NaH2PO4 in 14,4 mM Na2HPO4 
                                                                            pH 7,2 
 
Pufer za ionsko kromatografijo                          20 mM fosfatni pufer 
(nanašalni pufer)                                                 pH 7,2 
 
Pufer za ionsko kromatografijo                          20 mM fosfatni pufer 
(pufer za spiranje)                                               300 mM NaCl                                                                 
                                                                            pH 7,2 
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Pufer za gelsko kromatografijo                          pufer za vezikle 
                                                                            20 mM Tris-HCl 
                                                                            140 mM NaCl 
                                                                            1 mM EDTA 
                                                                            pH 7,4 
 
Raztopine za redukcijo in oksidacijo proteina 
 
1,4-ditiotreitol (DTT) 
 
1,10-fenantrolin monohidrat 
 
CuSO4 · 5H2O 
 
Raztopine za poliakrilamidno gelsko elektroforezo (NaDS-PAGE) 
 
Ločevalni gel                                                      akrilamid 
                                                                            destilirana voda 
                                                                            Tris-HCl (3 M, pH 8,8) 
                                                                            10 % NaDS 
                                                                            1,5 % APS 
                                                                            TEMED                                                  
 
Nanašalni gel                                                      akrilamid 
                                                                            destilirana voda 
                                                                            Tris-HCl (0,5 M, pH 6,8) 
                                                                            10 % NaDS 
                                                                            1,5 % APS 
                                                                            TEMED 
 
Raztopina za barvanje »Coomassie Stain Solution« (Bio-Rad) 
 
Destilirana voda  
(za razbarvanje) 
 
Proteinska lestvica »PageRuler Plus Prestained Protein Ladder« (Thermo Scientific, ZDA) 
 
Raztopine za merjenje hemolitične aktivnosti 
 
Fiziološka raztopina                                           0,9 % NaCl (m/V) 
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Eritrocitni pufer                                                  130 mM NaCl 
                                                                            20 mM Tris-HCl 
                                                                            pH 7,4 
 
Raztopine za pripravo lipidnih kapljic (LK) in velikih unilamelarnih veziklov (LUV) 
 
Kloroform 
Metanol  
Bakterijski sev 
 
Escherichia coli BL21 (DE3)                            (Novagen, ZDA) 
 (za ekspresijo proteinov) 
 
Escherichia coli DH5α                                      (Gibco BRL, ZDA) 
(za namnoževanje plazmidov) 
 
Plazmidi 
 
pT7-7 z vključkom za EqtIIV8C,K69C  
 
Kromatografski nosilci in kolone 
 
Gelski nosilec                                                    (GE Healthcare, ZDA)          
17-5174-01 Superdex
TM
 75 10/300 GL 
 
Kationski izmenjevalec                                     (Pharmacia Biotech, Švedska) 
SP Sepharose Fast Flow 
 
Kompleti kemikalij 
 
LabAssay
TM
 Triglyceride                                   (Wako, ZDA) 
LabAssay
TM
 Phospholipid                                  (Wako, ZDA) 
LabAssay
TM
 Cholesterol                                     (Wako, ZDA) 
 
Lipidi 
 
Sfingomielin, izoliran iz prašičjih možganov; SM                      (Avanti Polar Lipids, ZDA) 
 
Holesterol                                                                                     (Avanti Polar Lipids, ZDA) 
 
Triolein                                                                                         (Avanti Polar Lipids, ZDA) 
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3.2 METODE 
 
3.2.1 Transformacija kompetentnih celic s plazmidom 
Uporabili smo že prej pripravljene plazmide z zapisom za mutanta EqtIIV8C,K69C. 
Kodirajoče zaporedje DNA za EqtII je bilo vstavljeno v poliklonsko mesto ekspresijskega 
vektorja pT7-7 – plazmid je bil poimenovan pAG2.1 (Anderluh in sod., 1996). Plazmid 
vsebuje promotorsko mesto za bakteriofagno RNA-polimerazo T7, ki sintetizira RNA 
hitreje kot bakterijske polimeraze, odporna pa je tudi na antibiotike, ki zavrejo bakterijsko 
polimerazo. Polimeraza T7 ne interferira z bakterijskimi geni (Schendel, 1998). Za 
namnoževanje plazmidov je bil uporabljen bakterijski sev E. coli DH5α. Za ta sev sta 
značilna učinkovitost transformacije in visok donos plazmidov ob izolaciji. S plazmidom 
smo transformirali 100 µl že prej pripravljenih kompetentnih celic BL21 (DE3), shranjenih 
pri -80 °C. Kompetentne celice smo prestavili za 5 minut na led, jim nato dodali 1 µl 
raztopine s plazmidom in jih premešali. Po 30-minutni inkubaciji na ledu smo celice za 90 
sekund izpostavili temperaturi 42 °C z namenom tvorbe por v celični membrani. Zatem 
smo celicam dodali 500 µl medija LB in jih 1 uro inkubirali na stresalniku (250 
vrtljajev/min) pri 37 °C. 100 µl suspenzije celic smo nato razmazali na ploščo LBA ter 
slednjo preko noči inkubirali pri 37 °C. 
 
 
Slika 8: Shema pT7-7 plazmida za izražanje variant EqtII. T7, promotorsko mesto za polimerazo; 
Apr, gen za odpornost na antibiotik ampicilin; ColE1, mesto replikacije; rbs, vezavno mesto za 
ribosom; ATG, start kodon. V poševnem tisku so označena restrikcijska mesta za endonukleaze 
(Schendel, 1998). 
 
3.2.2 Ekspresija mutanta Eqt II
V8C, K69C 
 
Eno kolonijo transformiranih celic s plošče LBA smo sterilno nacepili v 200 ml gojišča 
LBA in stresali čez noč pri 37 °C (200 vrtljajev na minuto na stresalniku). Naslednji dan 
smo 500 ml obogatenega gojišča LBA v vsaki od 6 erlenmajeric nacepili z 10 ml 
prekonočne kulture in bakterije gojili pod enakimi pogoji do OD600 ~ 0,6. Ko je optična 
gostota dosegla ustrezno vrednost, smo v vsako erlenmajerico injicirali 400 µl 0,5 M 
IPTG, s čimer smo inducirali ekspresijo vstavljenih genov v vektorju pT7-7. Po 
Vončina B. Kinetika vezave Eqt II na lipidne kapljice in velike unilamelarne vezikle.  28 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
prekonočnem stresanju bakterij (180 vrtljajev/min) pri 20 °C smo gojišča z bakterijami 
centrifugirali (4 °C, 15 min, 6000 g). Dobljene usedline smo resuspendirali v 25 ml M9 
soli in združili v dve 80-mililitrski centrifugirki. Suspenzijo smo nato ponovno 
centrifugirali (4 °C, 10 min, 10000 vrtljajev/min). Zatem smo odlili supernatant in 
bakterijski usedlini do izolacije proteina shranili v zamrzovalni skrinji pri -20 °C. 
 
3.2.3 Izolacija mutanta Eqt II
V8C,K69C
 
Bakterijsko usedlino smo resuspendirali v 40 ml 20 mM fosfatnega pufra (FP). Nato smo 
suspenzijo ob stresanju inkubirali pri 4 °C. Sledila je sonikacija (ultrasonikator VCX-750; 
Sonics & Materials, ZDA). Posamezno suspenzijo smo sonicirali 6-krat po 1 minuto (35 % 
moč) z vmesnimi premori po 10 sekund, med katerimi smo preverjali temperaturo 
suspenzije. Med sonikacijo, katere namen je bil razbitje celic in sprostitev namnoženega 
mutanta EqtII,  je bila centrifugirka s suspenzijo na ledu. Zatem smo suspenzijo 
centrifugirali (30 minut, 4 °C, 15000 obratov/min), s čimer smo poskrbeli, da so se večji 
delci usedli na dno, supernatant pa smo uporabili za nadaljnje korake izolacije proteina. 
Usedlino, ki nam je ostala pri zadnjem koraku, smo še enkrat na enak način resuspendirali, 
sonicirali in centrifugirali. S tem smo povečali izkoristek izolacije, saj se tudi v drugem 
supernatantu nahaja nekaj proteina.  
 
Po izolaciji in med različnimi fazami čiščenja mutanta EqtII smo njegovo prisotnost 
preverjali z enostavnim hemolitičnim testom. Pripravili smo eritrocitno suspenzijo (30 ml 
eritrocitnega pufra, 50 µl govejih eritrocitov). Prisotnost mutanta EqtII v posameznem 
vzorcu smo preverili tako, da smo 2 µl tega vzorca injicirali v 1 ml eritrocitne raztopine in 
nato opazovali ali je prišlo do popolne zbistritve eritrocitne suspenzije. S pomočjo 
takšnega testa smo lahko približno ocenili tudi koncentracijo toksina v posameznem 
vzorcu, saj je ta obratno sorazmerna s časom, ki je potreben, da pride do popolne zbistritve 
eritrocitne suspenzije.  
 
 3.2.4 Čiščenje mutanta EqtII z ionsko-izmenjevalno kromatografijo 
Oba supernatanta smo združili in jima dodali kationski nosilec »SP-Sepharose Fast Flow« -
sulfopropil sefaroza za hitri pretok (~15 do 20 g/140 ml ekstrakta liziranih bakterij). 
Sledila je 60-minutna inkubacija pri 4 °C. Raztopino smo nekajkrat premešali ročno, saj  
zaradi prisotnosti kationskega nosilca ne smemo uporabljati magnetnega mešala.Po 
končani inkubaciji (ko se je nosilec usedel na dno) smo s hitrim hemolitičnim testom 
preverili raven vezave EqtII na nosilec. Relativno hitra (pribl. 10 minut) zbistritev 
eritrocitne suspenzije ob dodatku 2 µl supernatanta bi pomenila, da precejšnja količina 
mutanta EqtII še ni vezana na nosilec. Potrebno bi bilo dodatno mešanje ali dodajanje 
kationskega nosilca.  
 
Suspenzijo ionskega izmenjevalca smo nato s pomočjo steklene pipete prelili v izbrano 
kolono (1 x 15 cm) za kromatografijo. Nevezane komponente smo sprali z nanašalnim 
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pufrom (2 do 3-kratni volumen kolone 20 mM FP). EqtII (in preostale vezane proteine) 
smo nato sprali iz kolone z 20 mM FP s 300 mM NaCl in jih zbirali v epruvetah po 
frakcijah (2 ml). Zatem smo preverili hemolitično aktivnost posameznih frakcij tako, da 
smo 2 µl posamezne frakcije prenesli v epruveto z 1 ml eritrocitne suspenzije ter opazovali 
v kolikšnem času se je suspenzija popolnoma zbistrila. Frakcije, pri katerih je do zbistritve 
prišlo v 5 minutah ali manj, smo združili in uporabili za nadaljnje čiščenje. S pomočjo 
ultrafiltracije (»Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit«) smo povečali koncentracijo 
EqtII v vzorcu.  
 
3.2.5 Čiščenje mutanta EqtII z gelsko kromatografijo 
Gelsko kromatografijo uporabljamo za ločevanje snovi po velikosti. Izvedli smo jo na 
napravi ÄKTA FPLC (tekočinska kromatografija za hitro ločevanje proteinov; Amersham 
Pharmacia Biotech, Švedska). Ločevanje je potekalo na gelskem nosilcu »Superdex 75 
10/300 GL«. Za mobilno fazo smo uporabili pufer za vezikle. Z računalniškim programom 
(Unicorn) smo spremljali kdaj se iz kromatografske kolone izloča. Najvišji vrh na 
kromatogramu je predstavljal izločeni EqtII. Protein smo zaznavali s pomočjo merjenja 
absorbance pri valovni dolžini 280 nm. S frakcijskim kolektorjem smo zbirali mililitrske 
frakcije. Količino proteina v posameznih frakcijah smo ocenili s hitrim hemolitičnim 
testom, pri katerem smo 5 µl iz posamezne frakcije prenesli v 1 ml eritrocitne suspenzije 
ter opazovali, v kolikšnem času je prišlo do popolne zbistritve suspenzije. Za nadaljnje 
delo smo uporabili frakcije, pri katerih je do zbistritve prišlo v povprečno 75 sekundah. Te 
frakcije smo združili v erlenmajerici. 
 
S pomočjo ultrafiltracije (»Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit«, Merck, Millipore) 
smo združen vzorec frakcij skoncentrirali. Zatem smo vzorcu EqtII na spektrofotometru 
(NanoDrop 1000, Thermo Fisher Scientific, ZDA) izmerili absorpcijo svetlobe pri valovni 
dolžini 280 nm. Koncentracijo EqtII smo nato izračunali s pomočjo enačbe: 
 
  c = A280/ ε · 𝑙 ,                                                     … (1) 
 
kjer c predstavlja koncentracijo Eqt II, A280 izmerjeno absorbanco pri valovni dolžini 
svetlobe 280 nm, ε molarni ekstinkcijski koeficient za Eqt II pri A280 in 𝑙 dolžino optične 
poti v cm.  
 
Vzorec smo nato razdelili v mikrocentrifugirke po 500 µl ter jih shranili pri -20 °C. 
 
3.2.6 Redukcija in oksidacija EqtII  
Posamezen vzorec EqtII smo reducirali tako, da smo mu dodali DTT (končna 
koncentracija v vzorcu je bila 2 mM) ga premešali in pustili stati pri sobni temperaturi 30 
minut. Vzorec smo nato shranili v zmrzovalniku pri -20 °C. Vzorec EqtII smo oksidirali z 
dodajanjem CuSO4 · 5H2O (končna koncentracija v vzorcu je bila 0,04 mM) in  
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1,10-fenantrolin monohidrata (končna koncentracija v vzorcu je bila 0,02 mM) in ga 48 ur 
hranili pri 4 °C. Zatem smo izvedli dializo oksidiranega vzorca, saj bi lahko nevezane 
molekule 1,10-fenantrolin monohidrata motile merjenje fluorescence. S pomočjo dialize 
smo se teh molekul znebili iz vzorca. V dializno membrano »Membrane MWCO: 12-14 
kDa« (SpectraPor; Spectrum Laboratories, ZDA) smo s pipeto nanesli protein in jo na obeh 
koncih zaprli s plastičnima zaponkama. Pripravili smo tri čaše s po 150 ml pufra za 
vezikle. Membrano smo najprej potopili v prvo čašo in to postavili na magnetno mešalo pri 
4 °C. Dializno membrano s proteinom smo nato prestavili v drugo čašo ter jo hranili 3 ure 
pri enakih pogojih. V zadnji čaši smo dializno membrano hranili pri enakih pogojih preko 
noči. Po končani dializi smo s pomočjo spektrofotometra (NanoDrop 1000, Thermo Fisher 
Scientific, ZDA) določili koncentracijo oksidiranega vzorca EqtII.  
3.2.7 NaDS poliakrilamidna gelska elektroforeza (NaDS-PAGE) 
NaDS-PAGE je analitska metoda, s katero lahko določamo molekulske mase proteinov ter 
preverjamo njihovo čistost med posameznimi stopnjami izolacije. Natrij-dodecil sulfat 
(NaDS) je anionski detergent, ki denaturira proteine, jih razvije in obda s svojimi 
molekulami. Povzroči tudi, da imajo vsi proteini negativen naboj, katerega velikost je 
odvisna od velikosti proteinov. Večji proteini imajo večji negativni naboj in od katode do 
anode potujejo počasneje, saj pride do večjega upora nosilca (poliakrilamidni gel) pri 
premikanju molekul. Uporabljali smo 12 % poliakrilamidne gele. Za pripravo ločevalnega 
gela (2 gela po 3 ml) smo uporabili naslednje količine sestavin: 1,8 ml akrilamida, 3,104 
ml destilirane vode, 0,75 ml 3 M Tris-HCl (pH 8,8), 40 µl 10 % NaDS, 300 µl 1,5 % APS-
a in 6 µl TEMED-a. Za pripravo nanašalnega gela (2 gela po 2,5 ml) smo uporabili: 0,5 ml 
akrilamida, 2,945 ml destilirane vode, 1,25 ml 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8), 50 µl 10 % NaDS, 
250 µl 1,5 % APS-ain 5 µl TEMED-a. Ločevanje je potekalo 50 minut pri napetosti 180 V 
(napajalnik PowerPac, Bio-Rad, ZDA). Sledilo je spiranje gela z vodo. Zatem smo dali gel 
v posodo z raztopino za barvanje (»Coomassie Stain Solution«, Bio-Rad, ZDA) ter  jo 
preko noči rahlo stresali na stresalniku Belly Dancer® (IBI ScientificTM, ZDA). Po 
barvanju smo gel prestavili v posodo z destilirano vodo, jo stresali 30 minut, zamenjali 
destilirano vodo ter stresali še 10 minut. Gel je bil nato pripravljen za ogled.  
 
3.2.8 Merjenje hemolitične aktivnosti 
Goveje eritrocite smo sprali s fiziološko raztopino (centrifugiranje pri 2500 vrtljajih/min, 
sledi odstranjevanje supernatanta in resuspendiranje) in najmanj dvakrat (oz. do bistrega 
supernatanta) z eritrocitnim pufrom. S spranimi eritrociti smo pripravili suspenzijo v 
eritrocitnem pufru z vrednostjo 0,5 pri OD630 . Merjenje hemolitične aktivnosti je potekalo 
na standardnih mikrotitrnih ploščah (8 x 12 jamic) na čitalcu mikrotitrnih plošč MRX 
(Dynex, Nemčija). V prvo jamico izbrane vrstice na plošči smo dali 2 µg proteina, 
raztopljenega v pufru za vezikle, in pripravili serijo dvakratnih redčitev v 100 µl 
eritrocitnega pufra vzdolž vrstice. Po dodajanju eritrocitov smo 20 min pri sobni 
temperaturi merili OD630. 
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3.2.9 Priprava lipidnih kapljic in velikih unilamelarnih veziklov 
Umetne lipidne kapljice in vezikle smo pripravili po protokolu iz (Vezočnik, doktorska 
disertacija v pripravi).  LUV so vsebovali SM in holesterol, LK pa v notranjosti tudi 
triolein. Ciljna končna koncentracija LUV in LK je bila 10 mg/ml, molsko razmerje med 
SM in holesterolom pa 1: 1. Lipide, ki smo jih potrebovali (SM, holesterol in triolein), smo 
pred začetkom postopka vzeli iz zmrzovalnika in jih pustili na sobni temperaturi vsaj 30 
minut. Električni grelnik smo nastavili na 60 °C ter nanj postavili 5-mililitrske steklene 
čaše, ki so bile do polovice napolnjene z vodo Milli-Q®.  Pripravili smo si steklene viale in 
jih stehtali. Vanje smo nalili po 1 ml pufra za vezikle ter jih ponovno stehtali. Zatem smo 
jih postavili v čaše z vodo Milli-Q® na grelniku. Izračunali smo ustrezno maso posameznih 
lipidov, ki smo jo potrebovali za pripravo LK in LUV. V vsako vialo posebej smo nato 
zatehtali (tekoči triolein smo nanašali z injekcijsko brizgo) nekoliko večjo maso 
posameznega lipida od izračunane. Holesterol in triolein smo zatem v vialah raztopili v 
200 µl kloroform, SM pa smo raztopili v 198 µl kloroforma in 2 µl metanola. Iz vsake 
viale smo nato vzeli ustrezno količino raztopljenih lipidov (glede na predhodno izračunano 
maso posameznih lipidov v končnem vzorcu) in jih združili v novi viali.  
 
V vsako vialo na grelniku smo dali magnetek ter mešali z magnetnim mešalom (850 
obratov/min). S injekcijsko brizgo smo nato v posamezno stekleničko vbrizgali raztopino 
združenih lipidov. Sledilo je prepihavanje raztopine z dušikom (odstranitev kloroforma). 
Dušik smo dovajali v viale preko cevi, na katero smo predhodno s pomočjo parafilma 
namestili nastavek za pipeto, ki je bil dovolj majhen, da smo ga lahko namočili v raztopino 
v steklenički. Na začetku dovajanja dušika se raztopina v steklenički zelo peni, zato smo 
po potrebi nastavek za pipeto za nekaj sekund umaknili iz raztopine oz. zmanjšali dotok 
dušika. Po nekaj minutah prepihavanja smo povečali pretok dušika tako, da so iz raztopine 
vidno izhajali mehurčki. Za vsakih 100 do 150 µl dodanega organskega topila je potrebno 
dovajati dušik v raztopino 20 do 30 minut. Po prepihavanju smo iz raztopine odstranili 
magnetke ter stehtali stekleničke s preostalo vsebino. Izračunali smo manjkajočo količino 
tekočine (masa viale z 1 ml pufra za vezikle) in jo nadomestili z dodajanjem vode Milli-
Q
®
, ki smo jo pred tem prefiltrirali (Millex-GP Syringe Filter Unit; 0,22 µm, Merck 
Millipore). Odprte viale smo nato postavili v eksikator s podtlakom, kjer so ostale čez noč. 
Tako smo dobili lipidne emulzije, iz katerih smo nato pripravili LK in LUV. 
 
Pred pripravo LK oz. LUV smo ponovno stehtali viale z lipidno emulzijo in izgubljeno 
tekočino ponovno nadomestili s prefiltrirano vodo Milli-Q®. Za pripravo LUV smo najprej 
ekstrudor (Avanti Polar Lipids, ZDA) namočili v pufer za vezikle in ga segrevali vsaj 20 
minut pri 70 °C. Sočasno smo v majhni čaši z vodo pri 60 °C inkubirali vialo z lipidno 
emulzijo. Viala je bila pokrita s parafilmom Zatem  smo sestavili ekstrudor in ga napolnili 
z lipidno emulzijo. To smo 31-krat potisnili skozi 100 nm-membrane ekstrudorja, pri 
čemer so nastali LUV, ki smo jih prelili v mikrocentrifugirko.  
.  
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Lipidne kapljice smo pripravili tako, da smo lipidno emulzijo najprej sonicirali 
(ultrasonikator VCX-750; Sonics & Materials, ZDA). 500-mililitrsko čašo smo napolnili z 
ledom ter do roba nalili hladno vodo. Viala z lipidno emulzijo je bila med soniciranjem (15 
minut pri 37 % amplitudi) do treh četrtin potopljena v čašo z ledom. Po končani sonikaciji 
smo raztopino iz viale prenesli v mikrocentrifugirko. Sledilo je 60 minut centrifugiranja 
(20000 g) pri 25 °C. Zatem smo s kapalko odstranili spodnjo plast (pufer za vezikle), v 
mikrocentrifugirki pa so ostale nanoemulzije lipidnih kapljic z vrha (flotant).  
 
3.2.10 Encimski test za lipidne kapljice in velike unilamelarne vezikle 
S pomočjo encimskih testov smo ugotovili, kakšno je bilo molsko razmerje med 
posameznimi lipidi v LK in LUV ter kakšna je bila koncentracija LK in LUV. Test smo 
izvedli s kompleti LabAssay
TM
 Triglyceride, LabAssay
TM
 Phospholipid in LabAssay
TM
 
Cholesterol. Po navodilih proizvajalcev smo pripravili ustrezne raztopine standardov, 
vzorcev in slepih vzorcev ter jih nanesli na mikrotitrno ploščo. Zaradi večje natančnosti 
smo vzporedno izvedli dva enaka testa. Mikrotitrno ploščo smo 10 minut inkubirali pri 37 
°C in jo nato vstavili v čitalec mikrotitrnih plošč MRX (Dynex, Nemčija), s katerim smo 
izmerili absorbance pri valovni dolžini svetlobe 630 nm v vsaki jamici. Od absorbanc 
standardov  smo odšteli vrednosti absorbanc slepih vzorcev. Iz teh podatkov smo nato 
pripravili umeritveno krivuljo. S pomočjo umeritvene krivulje in podatka o absorbanci 
vzorcev LK in LUV (z odštetimi absorbancami slepih vzorcev) smo nato določili 
koncentracijo SM v pripravljenih LK in LUV. 
 
SM se v LUV razdeli v obe plasti dvoslojne lipidne membrane, za vezavo z Eqt II pa je 
dostopen samo SM, ki se nahaja v zunanjem sloju membrane. Da bi lahko LUV in LK med 
seboj primerjali, smo zato LK s pufrom za vezikle razredčili na polovico koncentracije 
LUV (940 µM SM za LUV in 470 µM SM za LK). 
 
3.2.11 Merjenje kinetike vezave Eqt II na fluorimetru s sistemom za hitro pomešanje 
           reagentov 
Napravo za hitro pomešanje reagentov (stopped flow) se uporablja za preučevanje kinetike 
hitrih reakcij v raztopinah. Naprava potisne raztopini iz brizg za vzorce v komoro, kjer se 
hitro zmešata. Po zelo kratkem času (nekaj ms) se komora napolni in tok raztopin je 
prekinjen s strani brizge za zaustavitev reakcije, katere bat je povezan s stikalom, ki sproži 
merilno napravo.  
 
Tehnika je zelo uporabna za preučevanje hitrih reakcij, ki imajo kratek razpolovni čas 
(nekaj ms). Meritve fluorescence so bile opravljene na fluorimetru s sistemom za hitro 
pomešanje reagentov SX20 (Applied photophysics, Združeno kraljestvo). Napravo smo 
pred meritvami za 3 ure napolnili z 2-3 M HNO3, ter jo nato sprali z deionizirano vodo.   
Fluorimeter je opremljen s ksenonsko žarnico in monokromatorjem za vzbujanje 
fluorescence. Širino vzbujevalne reže smo nastavili na 3 mm.  
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Pripravili smo raztopine mutanta EqtII
V8C,K69C 
(200 nM) ter suspenzije LUV in LK tako, da 
smo med molarno koncentracijo toksina in molarno koncentracijo SM v LK in LUV (za 
LUV smo upoštevali SM samo v zunanji lipidni plasti, to je polovico celotne koncentracije 
SM) dobili naslednja molska razmerja: 50:1, 100:1, 200:1, 400:1 in 600:1. Pripravili smo 
po dve paralelki raztopin LUV ter LK, in sicer za mešanje z oksidirano ter reducirano 
varianto Eqt II.  
 
Kinetiko vezave Eqt smo spremljali s pomočjo fluorescence izpostavljenih triptofanskih 
ostankov, ki se poveča ob vgradnji v nepolarno lipidno membrano (Maček in sod., 1995, 
Hong in sod., 2002). Za vzbujanje Trp smo uporabili svetlobo valovne dolžine 280 nm. Pri 
vsakem poskusu smo posneli od 5 do 13 fluorescenčnih sledi. Časovni potek spremembe 
fluorescence smo opazovali na časovni skali do 4 s. Slabe fluorescenčne sledi (očitni 
artefakti) smo odstranili ter povprečili preostale sledi. 
 
 
Slika 9: Shematski prikaz fluorimetra s sistemom za hitro pomešanje reagentov (Nalefski in Newton, 2003).  
 
S pomočjo matematične analize podatkov o kinetiki lahko domnevamo mehanizem 
reakcije (Nalefski in Newton, 2003). Analizo smo opravili s programom OriginPro 8 
(OriginLab, ZDA). 
 
Signal vezave EqtII
V8C, K69C
-red in EqtII
V8C, K69C
-oks na LUV in LK smo prilegali 
monoeksponentni krivulji.  
 
                                                      F = F0 + Fmax(1 – e
-t/τ
)                                               … (2) 
 
V enačbi F predstavlja intenziteto opazovane fluorescence po času t, F0 predstavlja začetno 
vrednost intenzitete fluorescence v teoretičnem času 0 s, Fmax predstavlja maksimalno 
vrednost intenzitete fluorescence, t je čas od začetka interakcije in τ (tau) predstavlja 
recipročno vrednost konstante hitrosti reakcije k (2). 
 
                                                      k = 1/τ  (enota je s-1)                                                … (3) 
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Čas, ko F doseže ½ Fmax, to je t0,5, je enak 
 
                                     t0,5 =  ln2/k ≈ 0,6931· τ   (enota za t0,5 je s)                             … (4) 
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Slika 10: Grafični prikaz parametrov iz enačb 2, 3 in 4 na grafu spreminjanja intenzitete fluorescence po času 
v primeru vezave Eqt II
V8C,K69C
-red na LK v molskem razmerju 1:400.  
 
Začetne vrednosti intenzitete fluorescence F0 (slika 23) smo pred prileganjem 
monoeksponentne krivulje k eksperimentalnim krivuljam odšteli.  
 
 
 
Eqt IIV8C,K69C-red/LK = 1:400 
F0 
Fmax 
½ Fmax 
τ t0,5 
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4 REZULTATI 
 
4.1 IZOLACIJA IN ČIŠČENJE EQT II 
EqtII
V8C, K69C smo pridobili s pomočjo gojenja celic E. coli, v katere smo vstavili plazmid z 
zapisom za omenjenega mutanta toksina. Po razbitju bakterijskih celic in sprostitvi mutanta 
iz njih je bilo potrebno odstraniti preostale nečistoče. Čiščenje smo začeli z ionsko-
izmenjevalno kromatografijo, pri kateri smo uporabili kationski nosilec »SP-Sepharose 
Fast Flow« in FP z dodanim NaCl za spiranje kolone. Sledilo je čiščenje z gelsko 
kromatografijo, pri kateri smo uporabili gelski nosilec Superdex 75 10/300 GL. Za 
mobilno fazo smo uporabili pufer za vezikle. Prisotnost beljakovin smo zaznavali s 
pomočjo merjenja absorbance pri valovni dolžini 280 nm, kot prikazuje slika 11. S 
hemolitičnim testom smo ugotovili, da se EqtIIV8C,K69C  nahaja v najvišjem vrhu. 
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Slika 11: Prikaz elucije EqtII
V8C,K69C 
s pomočjo gelske kromatografije s FPLC-sistemom (kromatografski 
nosilec: 17-5174-01 SuperdexTM 75 10/300 GL). Na kolono smo nanesli hemolitično aktivni vzorec iz SP-
Sepharose Fast Flow. Slika prikazuje spiranje snovi s kromatografskega nosilca. Do največjega odziva pri 
absorbanci je prišlo, ko je preteklo 18 do 22 ml elucijskega volumna (najvišji kromatografski vrh). V tem 
vrhu se  nahaja EqtII
V8C,K69C
 , ostali vrhovi pripadajo različnim nečistočam. 
 
Po končani gelski kromatografiji smo nekaj toksina oksidirali (z dodajanjem CuSO4 · 
5H2O  in fenantrolin monohidrata), nekaj pa reducirali (z dodajanjem DTT). S pomočjo 
NaDS poliakrilamidne gelske elektroforeze smo nato preverili čistost izoliranega toksina 
(Slika 12). Velikost Eqt II znaša približno 20 kDa.  
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Slika 12: NaDS-PAGE vzorca EqtII
V8C,K69C 
po kromatografiji s FPLC 
(1) Proteinska lestvica, (2) oksidirani EqtII
V8C,K69C
 , (3) reducirani EqtII
V8C,K69C 
 
4.2 HEMOLITIČNA AKTIVNOST EQT IIV8C,K69C 
Raven hemolitičnosti izoliranega in očiščenega mutanta EqtIIV8C,K69C smo izmerili s 
pomočjo čitalca mikrotitrnih plošč MRX (Dynex, Nemčija). Spreminjanje absorbance s 
časom smo določili za dve koncentraciji EqtIIV8C,K69C (0,0625 µg/ml in 0,0312 µg/ml). Pri 
višjih koncentracijah toksina je hemoliza potekla prehitro, pri nižjih pa ni prišlo do popolne 
hemolize. Časovna poteka hemolize sta prikazana na slikah 13 in 14.  
 
Suspenzija eritrocitov je na začetku motna, ker intaktne celice razpršijo vpadno svetlobo. 
Ob napredovanju hemolize pride do razpadanja eritrocitov, pri čemer se zmanjšuje motnost 
raztopine in absorbanca pada (Louw in Visser, 1977). V primeru oksidiranega mutanta 
EqtII
V8C,K69C
 po pričakovanju do hemolize ni prišlo (ni prikazano).  
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Slika 13: Hemolitična aktivnost EqtIIV8C,K69C. Spreminjanje absorbance pri OD630 s časom pri 
koncentraciji EqtII
V8C,K69C 
0,0625 µg/ml. 
 
 
Slika 14: Hemolitična aktivnost EqtIIV8C,K69C. Spreminjanje absorbance pri OD630 s časom pri 
koncentraciji EqtII
V8C,K69C 
0,0312 µg/ml. 
 
Po 120 s je absorbanca pri EqtII
V8C,K69C 
s koncentracijo 0,0625 µg/ml znašala 0,056, pri 
EqtII
V8C,K69C 
s koncentracijo 0,0312 µg/ml pa 0,466. V primeru z višjo koncentracijo Eqt II 
je do popolne hemolize prišlo hitreje (Sliki 13 in 14).  
 
4.3 ENCIMSKI TEST ZA LIPIDNE KAPLJICE IN VELIKE UNILAMELARNE 
      VEZIKLE 
S pomočjo encimskih testov smo ugotovili, kakšno je bilo molsko razmerje med 
posameznimi lipidi v LK in LUV ter kakšna je bila lipidna koncentracija LK in LUV. Test 
smo izvedli s kompleti LabAssay
TM
 Triglyceride, LabAssay
TM
 Phospholipid in 
LabAssay
TM
 Cholesterol. S pomočjo umeritvenih krivulj in enačb premic smo nato določili 
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koncentracijo posameznih lipidov v vzorcih LK in LUV. Slika 15 prikazuje primer 
umeritvene krivulje za sfingomielin. 
 
Enačba premice za izračun koncentracije SM v vzorcu LK oz. LUV je: 
 
y = 0.2733x + 0.0167,                                                  …(5) 
 
pri čemer je x koncentracija SM v vzorcu (mg/ml) in y absorbanca (OD630) povprečja dveh 
paralelk vzorca LK oz. LUV z odšteto absorbanco slepega vzorca.  
 
 
Slika 15: Umeritvena krivulja za določanje koncentracije SM v LK in LUV. 
 
Molsko razmerje med SM in CH v LUV je znašalo 51:49, molsko razmerje med TOG, CH 
in SM v LK pa 72:18:10. 
 
4.4 VEZAVA EQT II NA LUV IN LK 
Kinetiko vezave mutanta  Eqt II na LUV in LK smo preučevali s pomočjo fluorimetra s 
sistemom za hitro pomešanje reagentov. Spremljali smo jo s pomočjo fluorescence 
izpostavljenih triptofanskih ostankov, ki se poveča ob vgradnji v nepolarno lipidno 
membrano (Maček in sod., 1995, Hong in sod.,  2002).  
 
V primeru vezave Eqt II
V8C,K69C
-oks na LK smo opazili, da se je s povečevanjem 
molarnega razmerja v korist LK zmanjševal čas, v katerem je prišlo do maksimalne 
intenzitete fluorescence (slika 16). Tudi ob vezavi Eqt II
V8C,K69C
-oks na LUV se je čas, v 
katerem je prišlo do maksimalne intenzitete fluorescence, krajšal s povečevanjem 
molarnega razmerja v korist LUV (slika 17). Ob vezavi reducirane različice mutanta Eqt 
II
V8C,K69C
  na LUV je ob povečanju molarnega razmerja v korist LUV prav tako prišlo do 
krajšanja časa za doseganje maksimalne intenzitete fluorescence (slika 18). Nič drugače ni 
bilo niti v primeru vezave Eqt II
V8C,K69C
-red na LK (slika19).  
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Slika 16: Spremljanje intenzitete fluorescence po vezavi Eqt II
V8C,K69C
-oks na LK pri različnih molskih 
razmerjih toksin/LK. Raznobarvne krivulje predstavljajo izmerjen signal, rdeče krivulje pa prilegane 
monoeksponentne krivulje.  
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Slika 17: Spremljanje intenzitete fluorescence po vezavi Eqt II
V8C,K69C
-oks na LUV pri različnih molskih 
razmerjih toksin/LUV. Raznobarvne krivulje predstavljajo izmerjen signal, rdeče krivulje pa prilegane 
monoeksponentne krivulje.  
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Slika 18: Spremljanje intenzitete fluorescence po vezavi Eqt II
V8C,K69C
-red na LUV pri različnih molskih 
razmerjih toksin/LUV. Raznobarvne krivulje predstavljajo izmerjen signal, rdeče krivulje pa prilegane 
monoeksponentne krivulje. 
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Slika 19: Spremljanje intenzitete fluorescence po vezavi Eqt II
V8C,K69C
-red na LK pri različnih molskih 
razmerjih toksin/LK. Raznobarvne krivulje predstavljajo izmerjen signal, rdeče krivulje pa prilegane 
monoeksponentne krivulje.  
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Ob vezavi reduciranega mutanta Eqt II
V8C,K69C  
na LK, smo pri posameznih molskih 
razmerjih LK/toksin izmerili višje vrednosti maksimalne intenzitete fluorescence kot ob 
vezavi oksidiranega mutanta Eqt II
V8C,K69C  
na LK. Tudi ob vezavi toksina na LUV smo pri 
posameznih molskih razmerjih LUV/toksin izmerili višje vrednosti maksimalne intenzitete 
fluorescence v primeru vezave reducirane različice mutanta Eqt IIV8C,K69C  (slika 20).  
 
Če med seboj primerjamo vrednosti maksimalne intenzitete fluorescence, izmerjene pri 
vezavi Eqt II
V8C,K69C
-red na LUV s tistimi pri vezavi Eqt II
V8C,K69C
-red na LK, ugotovimo, 
da so te višje ob vezavi toksina na LUV. Enako velja tudi, ko se na LK oz. LUV veže 
oksidirani mutant Eqt II
V8C,K69C 
(slika 20).  
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Slika 20: Maksimalne vrednosti intenzitete fluorescence za vsa izbrana molska razmerja EqtII/LUV oz. 
EqtII/LK . ■ EqtIIV8C,K69C-red/LUV, ■ EqtIIV8C,K69C-oks/LUV, ● EqtIIV8C,K69C-red/LK, ● EqtIIV8C,K69C-
oks/LK. Navpične črte ob izmerjenih točkah predstavljajo standardni odklon (N= 5 do 13). 
 
Vrednosti konstante hitrosti reakcije so pri posameznih molskih razmerjih Eqt II
V8C,K69C
-
red/LUV oz. LK višje v primeru vezave na LUV. Enako velja tudi v primeru vezave 
oksidirane različice Eqt IIV8C,K69C (slika 21).  
V vseh štirih primerih vezave z naraščanjem molarnega razmerja v korist LK oz. LUV, 
naraščajo tudi vrednosti konstante hitrosti reakcije (slika 21).  
 
Vrednosti tau so recipročne vrednosti pripadajočih konstant hitrosti in z naraščanjem 
molarnega razmerja v korist LK oz. LUV padajo v vseh štirih primerih vezave (slika 22).  
 
Vončina B. Kinetika vezave Eqt II na lipidne kapljice in velike unilamelarne vezikle.  44 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
0 100 200 300 400 500 600
0
5
10
k
 (
s
-1
)
SM/EqTII (mol/mol)
 
 
Slika 21: Vrednosti konstant hitrosti reakcije psevdoprvega reda za vsa izbrana molska razmerja EqtII/LUV 
oz. EqtII/LK . ■ EqtIIV8C,K69C-red/LUV, ■ EqtIIV8C,K69C-oks/LUV, ● EqtIIV8C,K69C-red/LK, ● EqtIIV8C,K69C-
oks/LK. Navpične črte ob izmerjenih točkah predstavljajo standardni odklon (N= 5 do 13). 
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Slika 22: Vrednosti tau (recipročna vrednost konstante hitrosti psevdoprvega reda reakcije) za vsa izbrana 
molska razmerja EqtII/LUV oz. EqtII/LK . ■ EqtIIV8C,K69C-red/LUV, ■ EqtIIV8C,K69C-oks/LUV, ● 
EqtII
V8C,K69C
-red/LK, ● EqtIIV8C,K69C-oks/LK. Navpične črte ob izmerjenih točkah predstavljajo standardni 
odklon (N= 5 do 13). 
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Slika 23: Začetne vrednosti intenzitete fluorescence, ob teoretičnem času t=0, za vsa izbrana molska 
razmerja EqtII/LUV oz. EqtII/LK . ■ EqtIIV8C,K69C-red/LUV, ■ EqtIIV8C,K69C-oks/LUV, ● EqtIIV8C,K69C-
red/LK, ● EqtIIV8C,K69C-oks/LK. Navpične črte ob izmerjenih točkah predstavljajo standardni odklon (N= 5 
do 13). 
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5 RAZPRAVA                                      
V tej magistrski nalogi smo preučevali vezavo proteinskega porotvornega toksina Eqt II na 
lipidni dvosloj LUV in na lipidni monosloj umetnih LK. Za vpogled v mehanizem reakcij 
adsorpcije je pombna kinetika adsorpcije. V preteklih desetletjih so bili izpeljani številni 
matematični modeli, ki opisujejo adsorpcijske reakcije (Qiu in sod., 2009). Preizkusili smo 
različne matematične modele (Qiu in sod., 2009), da bi najbolje opisali izmerjene 
spremembe intenzitete fluorescence. Za najboljšega se je izkazal model psevdo-prvega 
reda reakcije. K eksperimentalnim krivuljam smo prilegali monoeksponentno krivuljo 
(enačba 2).   
 
EqtII se na membrano veže v dveh korakih, pri katerih sodelujejo različne regije molekule 
toksina. Začetno vezavo na membrano omogočajo C-terminalna α-vijačnica, POC-vezavno 
mesto in grozd aromatskih AK na dnu β-sendviča. V drugi fazi vezave na membrano 
sodeluje N-terminalni α-heliks. Velik pomen pri začetni vezavi Eqt II na membrano imajo 
hidrofobne interakcije (Hong in sod., 2002), pri njej pa sodelujejo tudi elektrostatske 
interakcije med pozitivno nabitim toksinom in negativno nabito membrano (Hinds in sod., 
2002). Mutacije izpostavljenih hidrofobnih Trp112 ali Trp116 zmanjšajo vezavo EqtII na 
membrano za več kot 90 %, visoka koncentracija soli pa jo zmanjša za 30 %, kar kaže na 
to, da so za vezavo toksina na membrano pomembnejše hidrofobne interakcije (Hong in 
sod., 2002).  
 
V prvem koraku vezave se EqtII delno vgradi v membrano s pomočjo izpostavljenih 
aromatskih AK ostankov, v naslednjem koraku pa pride do  konformacijske spremembe in 
vgradnje α-vijačnice v membrano (Hong in sod., 2002). Ob vgradnji triptofanskih ostankov 
v nepolarno membrano pride do povečanja fluorescence (Maček in sod., 1995).    
 
Začetne vrednosti intenzitete fluorescence (F0) za oksidirano in reducirano obliko 
ekvinatoksina II so si zelo podobne ne glede na molsko razmerje SM/EqtII tako za LUV 
kot LK (slika 23). To pomeni, da sama oksidacija ne vpliva na izpostavljenost triptofanskih 
ostankov, oziroma da nima večjega vpliva na konformacijo toksina. To prav tako pomeni, 
da je sipanje svetlobe na LUV oz. LK zanemarljivo pri izbranih koncentracijah lipidov. 
 
Tako v primeru LUV kot tudi v primeru LK opazimo, da so vrednosti maksimalne 
intenzitete fluorescence (Fmax) pri posameznih molarnih razmerjih višje, ko se nanje veže 
reducirana različica Eqt IIV8C,K69C (slika 20). Iz tega lahko sklepamo, da N-terminalna α-
vijačnica Eqt II v določeni meri vpliva na začetno vezavo na LK oz. LUV še preden pride 
do konformacijske spremembe, ki ji sledi vstavitev N-terminalne α-vijačnice v lipidno 
membrano. Morda je manjša maksimalna intenziteta fluorescence pri vezavi Eqt IIV8C,K69C-
oks posledica tega, da se triptofanski ostanki, v primerjavi z Eqt II
V8C,K69C
-red,  vgradijo 
manj globoko v lipidno membrano. Razlog za to bi lahko bila omejena gibljivost N-
terminalne α-vijačnice, ki je pri oksidirani različici mutanta Eqt II preko disulfidnega 
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mostička pripeta na jedro molekule, zaradi česar bi lahko predstavljala manjšo oviro pri 
vezavi toksina na LK oz. LUV. Domnevamo lahko tudi, da bolj toga struktura oksidiranega 
mutanta zmanjša izpostavljenost triptofanskih ostankov. Ti se zaradi tega domnevno manj 
globoko vrinejo v hidrofobni del membrane. Sam disulfidni mostiček se sicer ne nahaja v 
bližini vezavnega mesta na Eqt II (Hong in sod., 2002). 
 
Če med seboj primerjamo vrednosti maksimalne intenzitete fluorescence, izmerjene pri 
vezavi Eqt II
V8C,K69C
-red na LUV s tistimi pri vezavi Eqt II
V8C,K69C
-red na LK, ugotovimo, 
da so te nekoliko večje ob vezavi toksina na LUV. Enako velja tudi, ko se na LK oz. LUV 
veže oksidirani mutant Eqt IIV8C,K69C (slika 20). Vrednosti konstante hitrosti reakcije so pri 
posameznih molskih razmerjih Eqt II
V8C,K69C
-red/LUV oz. LK le nekoliko višje v primeru 
vezave na LUV. Tudi v primeru vezave oksidirane različice Eqt IIV8C,K69C velja enako 
(slika 21). Iz tega lahko sklepamo, da je verjetno dostopnost SM v dvoslojni membrani 
LUV le nekoliko večja kot v primeru SM v enoslojnem ovoju na površini LK. Pri 
eksperimentu smo upoštevali dejstvo, da je SM v notranjem sloju membrane LUV 
nedostopen za vezavo z Eqt II in zato s pufrom razredčili LK na polovico koncentracije 
LUV z ozirom na vsebnost SM, vendar je bila relativna koncentracija holesterola v LUV 
večja. To pa lahko pomeni, da je povečana sposobnost vezave toksina na LUV lahko tudi 
posledica različnega molarnega razmerja med holesterolom in SM, ki je bilo večje v 
primeru LUV. Znano je, da membranski holesterol ojača vezavo aktinoporinov na SM 
(Rojko in sod., 2015). 
 
Vse vrednosti za Fmax se zmanjšajo s povečanjem koncentracije SM. Takšno zmanjševanje 
intenzitete triptofanske fluorescence bi lahko bilo posledica pojava samo-gašenja 
fluorescence zaradi vezave proteina na membrano ter posledično lokalnega kopičenja 
triptofanskih ostankov.   
 
Z naraščanjem molarnega razmerja v korist LK oz. LUV, tako v primeru vezave 
oksidiranega, kot tudi reduciranega mutanta Eqt II
V8C,K69C, naraščajo tudi vrednost 
konstante hitrosti reakcij (slika 23). To je posledica tega, da je ob višjih koncentracijah LK 
oz. LUV na voljo več vezavnih mest. Vezava ob višjih koncentracijah LK oz. LUV poteče 
hitreje. To se vidi tudi na slikah 16, 17, 18 in 19, kjer z naraščanjem koncentracije LK oz. 
LUV, narašča tudi strmina eksperimentalnih krivulj in je maksimalna intenziteta 
fluorescence dosežena prej.  
 
Naše ugotovitve bodo nekoliko prispevale k boljšemu razumevanju interakcij med proteini 
in lipidnimi membranami. Poznavanje in preučevanje tovrstnih interakcij je zelo 
pomembno, ne samo zaradi vplivov različnih toksinov na celice in organizme, temveč tudi 
zaradi številnih esencialnih fizioloških procesov, ki sicer potekajo v celicah in v veliki meri 
vključujejo membranske proteine oz. proteine, ki vsaj del svoje funkcije opravijo pritrjeni 
na membrano.  
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6 SKLEPI 
 Negibljivost N-terminalne α-vijačnice nekoliko vpliva na začetno vezavo Eqt II na 
lipidno membrano. Triptofanski ostanki se vstavijo manj globoko v membrano.  
 SM je verjetno nekoliko bolj dostopen v lipidnem dvosloju, kot pa v lipidnem 
monosloju.  
 Z naraščanjem molskega razmerja SM/Eqt II je na voljo več vezavnih mest za Eqt 
II in reakcija vezave poteče hitreje.  
 Zmanjševanje intenzitete maksimalne fluorescence z naraščanjem molskega 
razmerja SM/Eqt II je verjetno posledica samo-gašenja triptofanske fluorescence.  
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7 POVZETEK 
Mnoga živa bitja za uspešno preživetje v svojih ekoloških nišah uporabljajo toksine, ki jim 
lahko služijo za različne namene. Ekvinatoksin II je proteinski toksin iz konjske morske 
vetrnice (Actinia equina), ki ga uvrščamo v družino aktinoporinov. Vetrnicam služi za 
plenjenje in obrambo pred plenilci. Eqt II tvori kationsko selektivne pore v tarčnih lipidnih 
membranah. Proces tvorjenja pore vključuje vezavo Eqt II na sfingomielin (SM), ki se 
nahaja v lipidnih membranah, vstavitev N-terminalne α-vijačnice v membrano, 
oligomerizacijo ter nastanek pore. 
 
V magistrski nalogi smo se osredotočili predvsem na začetno vezavo Eqt II na lipidno 
membrano. Med seboj smo primerjali vezavo toksina na lipidni dvosloj z vezavo na lipidni 
monosloj. Za ta namen smo pripravili velike unilameralne vezikle (LUV), ki vsebujejo 
lipidni dvosloj, in lipidne kapljice (LK), ki vsebujejo lipidni monosloj. Preučevali smo tudi 
morebiten vpliv N-terminalne α-vijačnice v začetni fazi vezave (preden se vijačnica vrine v 
lipidno membrano). Pri delu smo zato uporabljali dvojni cisteinski mutant Eqt II
V8C,K69C
. V 
reduciranem stanju se lahko N-terminalna α-vijačnica takšnega mutanta premika, v 
oksidiranem stanju pa pride med jedrom molekule Eqt II in N-terminalno α-vijačnico do 
tvorbe disulfidnega mostička, ki slednji onemogoča premikanje.  
 
Vezavo Eqt II na lipidne membrane smo preučevali s pomočjo fluorimetra z napravo za 
hitro pomešanje reagentov. Ob vgradnji triptofanskih ostankov (ti se nahajajo na vezavnem 
delu molekule Eqt II) v nepolarno membrano pride do povečanja fluorescence. Izmerjene 
spremembe intenzitete fluorescence smo opisali z matematičnim modelom psevdo-prvega 
reda reakcij adsorpcije. K eksperimentalnim krivuljam smo prilegali monoeksponentne 
krivulje. 
Ob vezavi na LUV (tako v primeru oksidiranega kot tudi reduciranega mutanta Eqt 
II
V8C,K69C) smo pri posameznih molskih razmerjih SM/Eqt II izmerili nekoliko večje 
intenzitete fluorescence kot ob vezavi na LK. Enako je veljalo tudi za konstante hitrosti 
reakcije. Iz tega sklepamo, da je SM v dvoslojni lipidni membrani LUV nekoliko bolj 
dostopen kot SM v lipidnem monosloju LK. Večja sposobnost vezave Eqt II na LUV bi 
lahko bila tudi posledica nekoliko večjega razmerja v koncentracijah med holesterolom in 
SM v LUV v primerjavi z istim razmerjem v LK, saj membranski holesterol ojača vezavo 
aktinoporinov na SM.Povečevanje vrednosti konstante hitrosti z naraščanjem molskega 
razmerja SM/Eqt II (v vseh štirih primerih vezave) pripisujemo večjemu številu vezavnih 
mest, ki so navoljo ob večji koncentraciji LUV oz. LK.   
 
Ob vezavi reduciranega mutanta Eqt II
V8C,K69C
, tako na LUV kot tudi na LK, smo izmerili 
večjo intenziteto fluorescence kot ob vezavi oksidiranega mutanta Eqt IIV8C,K69C. Pri 
oksidiranem mutantu Eqt II
V8C,K69C
 je N-terminalna α-vijačnica preko disulfidnega 
mostička pripeta na jedro molekule, kar ji onemogoča gibanje. Sklepamo, da takšna toga 
struktura predstavlja oviro, zaradi katere se triptofanski ostanki v lipidno membrano
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vgradijo manj globoko. Ugotovili smo tudi, da se s povečevanjem razmerja SM/Eqt II (v 
vseh primerih vezave) zmanjšuje maksimalna intenziteta fluorescence. Domnevamo, da je 
to posledica samo-gašenja triptofanske fluorescence, do katere pride zaradi vezave toksina 
na membrano in posledičnega lokalnega kopičenja triptofanskih ostankov. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Vončina B. Kinetika vezave Eqt II na lipidne kapljice in velike unilamelarne vezikle.  51 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
 
8 VIRI 
Alouf J. E. 2001. Pore-Forming Bacterial Toxins: An Overview. V: Pore-Forming Toxins. 
    van der Goot G. (ur.). Berlin, Springer: 1-14 
 
Alouf J. E., 2005. The World of Bacterial Protein Toxins. V: Microbial Toxins: Molecular 
    and Cellular Biology. Proft T. (ur.). Norfolk: Horizon Bioscience: 568 str. 
 
Anderluh G., Dalla Serra M., Viero G., Guella G., Maček P., Menestrina G. 2003. Pore 
     Formation by Equinatoxin II, an Eukaryotic Protein Toxin, Occurs by Induction of 
     Nonlamellar Lipid Structures. Journal of Biological Chemistry, 278: 45216 –45223 
 
Anderluh G., Lakey J. H. 2008. Disparate Proteins Use Similar Architectures to Damage 
     Membranes. Trends in Biochemical Sciences, 33: 482‑490 
 
Anderluh G., Maček P. 2002. Cytolitic Peptide and Protein Toxins from Sea Anemones 
     (Anthozoa: Actiniaria). Toxicon, 40: 111-124 
 
Anderluh G., Pungerčar J., Križaj I., Štrukelj B., Gubenšek F., Maček P. 1997. N-terminal 
     Truncation Mutagenesis of Equinatoxin II, a Pore-Forming Protein from the Sea 
     Anemone Actinia equina. Protein Engineering, 10: 751–755 
 
Anderluh G., Pungerčar J., Štrukelj B., MačekP., Gubenšek F. 1996. Cloning, Sequencing, 
     and Expression of Equinatoxin II. Biochemical and Biophysical Research 
     Communications, 220: 437–442 
 
Athanasiadis A., Anderluh G., Maček P., Turk D. 2001. Crystal Structure of the Soluble 
    Form of Equinatoxin II, a Pore-forming Toxin from the Sea Anemone Actinia Equina. 
    Structure, 9: 341–346 
 
Bakrač B., Gutiérrez-Aguirre I., Podlesek Z., Sonnen A. F., Gilbert R. J., Maček P., Lakey 
     J.H., Anderluh G. 2008. Molecular Determinants of Sphingomyelin Specificity of a 
     Eukaryotic Pore-Forming Toxin. The Journal of Biological Chemistry, 283: 18665- 
     18677 
 
Barnes R. D. 1982. Invertebrate Zoology. 2. izdaja. Filadelfija, Saunders College: 753 str.  
 
Bechinger B. 2005. Detergent-like Properties of Magainin Antibiotic Peptides: A 31P 
     Solid-state NMR Spectroscopy Study. Biochimica et Biophysica Acta, 1712, 1:  
     101–108 
 
Bechinger B., Lohner K. 2006. Detergent-like Actions of Linear Amphipathic Cationic 
Vončina B. Kinetika vezave Eqt II na lipidne kapljice in velike unilamelarne vezikle.  52 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
 
     Antimicrobial Peptides. Biochimica et Biophysica Acta, 1758, 9: 1529-1539  
 
Belmonte G., Pederzolli C., Maček P., Menestrina G. 1993. Pore Formation by the Sea 
    Anemone Cytolysin Equinatoxin II in Red Blood Cells and Model Lipid Membranes. 
    The Journal of  Membrane Biology, 131: 11–22 
 
Bernheimer A. W., Avigad L.S. 1976. Properties of a Toxin from the Sea Anemone 
    Stoichacis helianthus, Including Specific Binding to Sphingomyelin. Proceedings of the 
    National Academy of Sciences, 73: 467–471 
 
Bernheimer A. W. in Rudy B. 1986. Interactions between membranes and cytolytic 
     peptides. Biochimica et Biophysica Acta, 864: 123-141 
 
Bischofberger M., Gonzalez M. R., van der Goot F. G. 2009. Membrane Injury by Pore- 
    Forming Proteins. Current Opinion in Cell Biology, 21: 589–595 
 
Boyer R. F. 2005. Temelji biokemije. 1. izdaja. Ljubljana, Študentska založba: 634 str.  
 
Cooper G. M., Hausmann R. E. 2006. The Cell: A Molecular Approach. 4. izdaja. 
     Washington D. C., Sinauer Associates: 745 str. 
 
Črnigoj Kristan K., Viero G., Dalla Serra M., Maček P., Anderluh G. 2009. Molecular 
    Mechanism of Pore Formation by Actinoporins. Toxicon, 54: 1125–1134 
 
Edidin M. 2003. The State of Lipid Rafts: From Model Membranes to Cells. Annual 
     Review of Biophysics and Biomolecular Structure, 32: 257-283 
 
Ferlan I., Lebez D. 1974. Equinatoxin, a Lethal Protein from Actinia equina - Purification 
    and Characterization. Toxicon, 12: 57–58 
 
Guo Y., Cordes K. R., Farese R. V., Walther T.C. 2009. Lipid droplets at a glance. Journal 
     of Cell Science, 122: 749–752 
 
Hannun, Y. A., Obeid L. M. 2008. Principles of Bioactive Lipid Signaling: Lessons from 
     Sphingolipids. Nature Reviews. Molecular Cell Biology, 9: 139-150 
 
Heerklotz H., Seelig J. 2001. Detergent-like Action of the Antibiotic Peptide Surfactin on 
     Lipid Membranes. Biophysical Journal, 81: 1547–1554 
 
Hinds M. G., Zhang W., Anderluh G., Hansen P. E., Norton R. S. 2002. Solution Structure 
    of the Eukaryotic Pore-forming Cytolysin Equinatoxin II: Implications for Pore 
Vončina B. Kinetika vezave Eqt II na lipidne kapljice in velike unilamelarne vezikle.  53 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
 
    Formation. Journal of Molecular Biology, 315: 1219–1229 
 
Holbrook S. J., Schmitt R. J. 2005. Growth, Reproduction and Survival of a Tropical Sea 
     Anemone (Actiniaria): Benefits of Hosting Anemonefish. Coral Reefs, 24: 67-73  
 
Holthuis J. C., Luberto C. 2010. Tales and Mysteries of the Enigmatic Sphingomyelin 
     Synthase Family. Advances in Experimental Medicine and Biology, 688: 72-85 
 
Hong Q., Gutiérrez-Aguirre I., Barlič A., Malovrh P., Kristan K., Podlesek Z., Maček P.,  
     Turk D., González-Mañas J. M., Lakey J. H., Anderluh G. 2002. Two-step Membrane  
     Binding by Equinatoxin II, a Pore-forming Toxin from the Sea Anemone, Involves an 
     Exposed Aromatic Cluster and a Flexible Helix. The Journal of Biological Chemistry,   
     277: 41916-41924 
 
Huitema K., van den Dikkenberg J., Brouwers J. F., Holthuis J. C. 2004. Identification of a 
     Family of Animal Sphingomyelin Synthases. The European Molecular Biology 
     Organization Journal, 23: 33-44 
 
Iacovache I., Bischofberger M., van der Goot  F. G. 2010. Structure and Assembly of Pore- 
   forming Proteins. Current Opinion in Structural Biology, 20: 241–246 
 
Iacovache I., van der Goot F. G., Pernot L. 2008. Pore Formation: An Ancient Yet 
   Complex Form of Attack. Biochimica et Biophysica Acta, 1778: 1611–1623 
 
Jiang X. Y., Yang  W., Chen H. P., Tu H. B., Wu W. Y., Wei J. W., Wang J., Liu W. H., 
   Xu A. L. 2002. Cloning and Characterization of an Acidic Cytolysin cDNA from Sea 
   Anemone Sagartia rosea. Toxicon, 40: 1563–1569 
 
Kem W. R., Dunn B. M. 1988. Separation and Characterization of Four Different Amino 
     Acid Sequence Variants of a Sea Anemone Stichodactyla helianthus Protein Cytolysin. 
     Toxicon, 26: 997–1008 
 
Kory N., Farese R. V., Walther T. C. 2016. Targeting Fat: Mechanisms of Protein 
     Localization to Lipid Droplets. Trends in Cell Biology, 26: 535–546  
 
Kristan K., Podlesek Z., Hojnik V., Gutiérrez-Aguirre I., Gunčar G., Turk D., González 
    Mañas J. M., Lakey J. H., Maček P., Anderluh G. 2004. Pore Formation by Equinatoxin, 
    an Eukaryotic Pore-forming Toxin, Requires a Flexible N-terminal Region and a Stable 
    β-Sandwich. The Journal of Biological Chemistry, 279: 46509-46517 
 
Kristan K., Viero G., Maček P., Dalla Serra M., Anderluh G. 2007. The Equinatoxin  
Vončina B. Kinetika vezave Eqt II na lipidne kapljice in velike unilamelarne vezikle.  54 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
 
    N-terminus Is Transferred Across Planar Lipid Membranes and Helps to Stabilize the 
    Transmembrane Pore. The Federation of European Biochemical Societies Journal, 274: 
    539–550 
 
Ladokhin A. S., White S. H. 2001. Detergent-like Permeabilization of Anionic Lipid 
    Vesicles by Melittin. Biochimica et Biophysica Acta, 1514: 253–260 
 
Liposome. Encyclopaedia Britannica. 
    https://www.britannica.com/science/liposome (3. jun. 2017) 
 
Lodish H., Berk A., Zipursky L. S., Matsudaria P., Baltimore D., Darnell J. 2000. 
     Molecular Cell Biology. 4. izdaja. New York, W. H. Freeman & Co Ltd: 1296 str. 
 
Louw A., Visser L. 1977. Kinetics of Erythrocyte Lysis by Snake Venom Cardiotoxins. 
    Biochimica et Biophysica Acta, 498: 143-153 
 
Maček P., Lebez D. 1988. Isolation and Characterization of Three Lethal and Hemolytic 
      Toxins from the Sea Anemone Actinia equina L. Toxicon, 26: 441–451 
 
Maček P., Zecchini M., Pederzolli C., Dalla Serra M., Menestrina G. 1995. Intrinsic 
     Tryptophan Fluorescence of Equinatoxin II, a Pore-forming Polypeptide from the Sea 
     Anemone Actinia Equina L, Monitors its Interaction with Lipid Membranes. European 
     Journal of Biochemistry, 234: 329-335 
 
Malovrh P., Viero G., Dalla Serra M., Podlesek Z., Lakey J. H., Maček P., Menestrina G., 
    Anderluh G. 2003. A Novel Mechanism of Pore Formation: Membrane Penetration by 
    the N-terminal Amphipathic Region of Equinatoxin. The Journal of Biological 
    Chemistry, 278: 22678‑22685 
 
Mancheño J. M., Martı́n-Benito J., Martı́nez-Ripoll M., Gavilanes J. G., Hermoso J. A. 
     2003. Crystal and Electron Microscopy Structures of Sticholysin II Actinoporin Reveal 
     Insights into the Mechanism of Membrane Pore Formation. Structure, 11: 1319-1328 
 
Maula T., Isaksson Y.J., Garcia-Linares S., Niinivehmas S., Pentikainen O.T., Kurita M., 
     Yamaguchi S., Yamamoto T., Katsumura S., Gavilanes J. G., Martínez del Pozo A.,  
     Slotte J.P. 2013. 2NH and 3OH Are Crucial Structural Requirements in Sphingomyelin 
     for Sticholysin II Binding and Pore Formation in Bilayer Membranes. Biochimica et 
     Biophysica Acta, 1828: 1390–1395 
 
Mechaly A. E., Bellomio A., Gil-Cartón D., Morante K., Valle M., González-Mañas J. M., 
     Guérin D. M. A. 2011. Structural Insights into the Oligomerization and Architecture of 
Vončina B. Kinetika vezave Eqt II na lipidne kapljice in velike unilamelarne vezikle.  55 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
 
     Eukaryotic Membrane Pore-forming Toxins. Structure, 19: 181–191 
 
Meinardi E., Florin-Christensen M., Paratcha G., Azcurra J. M. Florin-Christensen J. 1995. 
     The Molecular Basis of the Self/Nonself Selectivity of a Coelenterate Toxin. 
     Biochemical and Biophysical Research Communications, 216: 348-354 
 
Meure L. A., Knott R., Foster N. R., Dehghani F. 2009. The Depressurization of an 
     Expanded Solution into Aqueous Media for the Bulk Production of Liposomes. 
     Langmuir, 25: 326-337 
 
Mizuno M., Ito Y., Morgan B. P. 2012. Exploiting the Nephrotoxic Effects of Venom from 
     the Sea Anemone, Phyllodiscus semoni, to Create a Hemolytic Uremic Syndrome 
     Model in the Rat. Marine Drugs, 10: 1582–1604 
 
Nagai H., Oshiro N., Takuwa-Kuroda K., Iwanaga S., Nozaki M., Nakajima T. 2002. 
     Novel Proteinaceous Toxins from the Nematocyst Venom of the Okinawan Sea 
     Anemone Phyllodiscus semoni Kwietniewski. Biochemical and Biophysical Research 
     Communications, 294: 760-763 
 
Nalefski E. A., Newton A. C. 2003. Use of Stopped-flow Fluorescence Spectroscopy to 
    Measure Rapid Membrane Binding by Protein Kinase C. Methods in Molecular Biology, 
    233: 115–122 
 
Oren Z., Lerman J. C., Gudmundsson G. H., Agerberth B., Shai Y. 1999. Structure and 
    Organization of the Human Antimicrobial Peptide LL-37 in Phospholipid Membranes: 
    Relevance to the Molecular Basis for Its Non-cell-selective Activity. Biochemical 
    Journal, 341: 501–513 
 
Oshiro N., Kobayashi C., Iwanaga S., Nozaki M., Namikoshi M., Spring J., Nagai H. 2004. 
    A New Membrane-attack Complex/perforin (MACPF) Domain Lethal Toxin from the 
    Nematocyst Venom of the Okinawan Sea Anemone Actineria villosa. Toxicon, 43:  
    225–228 
 
Peter Barfield. Beadlet anemone (Actinia equina). The Marine Life Information Network. 
    http://www.marlin.ac.uk/species/detail/1561 (12. mar. 2017) 
 
QIU Hui, LV Lu, PAN Bing-cai, ZHANG Qing-jian, ZHANG Wei-ming, ZHANG Quan 
     xing. 2009. Critical Review in Adsorption Kinetic Models. Journal of Zhejiang 
     University Science A, 10: 716-724 
 
Ramstedt B., Slotte J. P. 2002. Membrane Properties of Sphingomyelins, Federation of 
Vončina B. Kinetika vezave Eqt II na lipidne kapljice in velike unilamelarne vezikle.  56 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
 
     European Biochemical Societies Letters, 531: 33-37 
 
Rappuoli R., Montecucco C. 1997. Guidebook to Protein Toxins and Their Use in Cell 
     Biology. Oxford, Oxford University Press: 278 str.  
 
Rojko N., Cronin B., Danial J.S., Baker M.A., Anderluh G., Wallace M.I. 2014. Imaging 
     the Lipid-Phase-Dependent Pore Formation of Equinatoxin II in Droplet Interface 
     Bilayers. Biophysical Journal, 106: 1630–1637 
 
Rojko N., Kristan Č. K., Viero G., Žerovnik E., Maček P., Dalla Serra M., Anderluh G. 
    2013. Membrane Damage by an α-Helical Pore-forming Protein, Equinatoxin II, 
    Proceeds through a Succession of Ordered Steps. The Journal of Biological Chemistry, 
    288: 23704-23715 
 
Rojko N., Dalla Serra M., Maček P., Anderluh G. 2015. Pore Formation by Actinoporins, 
    Cytolysins from Sea Anemones. Biochimica et Biophysica Acta, 1858: 446-456 
 
Schendel P.F. 1998. Overview of Protein Expression in E. coli. V: Current Protocols in 
    Molecular Biology. Ausubel F. M. (ur.). New York, John Wiley & Sons: 1016 str. 
 
Sea Anemone. The Columbia Encyclopedia. 6. izdaja  
    http://www.encyclopedia.com/plants-and-animals/animals/zoology-invertebrates/sea 
    anemone#seaanemo (1. mar. 2017) 
 
Sea Anemones – Characteristics and Behaviour. Sheppard Software 
    http://sheppardsoftware.com/content/animals/animals/invertebrates/seaanemone.htm 
    (1. mar. 2017) 
 
Simons K., Ikonen E. 1997. Functional Rafts in Cell Membranes. Nature, 387: 569-572 
 
Štrus J., Drobne D., Zidar P. 2002. Navodila za vaje iz splošne zoologije 2. del. 2. izdaja. 
   Ljubljana, Študentska založba: 98 str. 
 
Tejuca M., Dalla Serra M., Potrich C., Alvarez C., Menestrina G. 2001. Sizing the Radius 
   of the Pore Formed in Erythrocytes and Lipid Vesicles by the Toxin Sticholysin I from 
   the Sea Anemone Stichodactyla helianthus. The Journal of Membrane Biology, 183: 
   125–135 
 
The Cell Membrane. Encyclopaedia Britannica. 
    https://www.britannica.com/science/cell-biology/Intercellular-communication#toc37365  
    (3.jun.2017) 
Vončina B. Kinetika vezave Eqt II na lipidne kapljice in velike unilamelarne vezikle.  57 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
 
Turk T., Maček P. 1992. The Role of Lysine, Histidine and Carboxyl Residues in 
    Biological Activity of Equinatoxin II, a Pore Forming Polypeptide From the Sea 
    Anemone Actinia equina L, Biochimica et Biophysica Acta 1119: 5–10 
 
van Blitterswijk W. J., van der Luit A. H., Veldman R. J., Verheij M., Borst, J. 2003. 
    Ceramide: Second Messenger or Modulator of Membrane Structure and Dynamics? 
    Biochemical Journal, 369: 199-211 
 
Vezočnik V. Umetne lipidne kapljice s sfingomielinom in holesterolom in njihove 
     interakcije z beljakovinskimi tvorci por. Doktorska disertacija (v pripravi) 
 
Wilfling F.,  Haas J., Walther T., Farese R. 2014. Lipid droplet biogenesis. Current 
    Opinion in Cell Biology, 29: 39-45 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Vončina B. Kinetika vezave Eqt II na lipidne kapljice in velike unilamelarne vezikle.  58 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
 
ZAHVALA 
Za vso pomoč pri izvedbi eksperimentalnega dela in za nasvete pri pisanju magistrske 
naloge se iskreno zahvaljujem prof. dr. Petru Mačku, doktorski študentki Valeriji 
Vezočnik, prof. dr. Kristini Sepčić, doc. dr. Mateju Butali ter ostalim zaposlenim na 
Katedri za biokemijo Biotehniške fakultete, ki so kakorkoli pripomogli k nastanku tega 
dela.  
 
 
